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RESUMO

A infertilidade vem atingindo aproximadamente 15% dos casais de diversas regides do
mundo, trazendo prejuizos crescentes para a saude da populacdo. Os fatores masculinos
representam as causas mais frequentes em centros de diagndstico. Devido a isso, 0s homens
sdo submetidos a diversos exames para detectar causas de infertilidade, e em muitos destes
homens tem sido identificado um aumento da regido de heterocromatina no cromossomo 9,
estrutura a qual armazena alguns genes responsaveis pela regulacdo da espermatogénese. A
formacdo da heterocromatina é fortemente regulada por eventos epigenéticos, os quais podem
ser influenciados por fatores ambientais e hébitos de vida, como a exposi¢do a agentes
toxicos, desregulacdo dos ciclos circadianos e habitos de vida ndo saudaveis. Deste modo,
este trabalho procurou relacionar o aumento da regido heterocromaética, de um cromossomo
ndo sexual (9), com fatores determinantes associados a fertilidade masculina por meio de
questionarios no que se refere a habitos de vida e através da caracterizacdo da expressao
génica de cinco genes envolvidos no processo da espermatogénese que estdo ou nao
codificados na regido de heterocromatina (Vcp; Hsd/Aepl; Dmrtl; Spata/Hsd17b3 e Nr5al).
De acordo com as amostras obtidas os pacientes foram separados em trés grupos para a
realizacdo dos questionarios e analise de dados, sendo estes: Grupo Controle (GC —
espermograma normal; 46,XY) (n=7); Grupo Oligozoospermia (GO — espermograma
alterado; 46,XY) (n=10) e Grupo Heterocromatina (GH — espermograma normal ou alterado;
46,XY,9gh+) (n=4). Quanto a expressdo genica, ndo foi observada uma diferenca relevante
entre os grupos GO e GC, apenas havendo diferenca entre GO e GH, uma vez que 0s
individuos que possuem um diagndstico de aumento da heterocromatina apresentaram
histéricos mais fortemente associados a infertilidade masculina. Essas evidéncias apontam
uma possivel relacdo entre os habitos de vida e 0 aumento da heterocromatina, comprovando

que fertilidade possui determinagdo multifatorial.

Palavras chaves: infertilidade masculina; heterocromatina; cromossomo 9.



ABSTRACT

Infertility has been reaching roughly 15% of couples from different regions of the
world, bringing increasing losses to the health of population. Male factors represent the most
frequent causes on diagnosis centers. Due to that, men are submitted to several exams in order
to detect infertility causes, and in many of these men has been detected an increase in the
heterochromatin region at chromosome 9, structure which stores some genes responsible for
the regulation of spermatogenesis. The shaping of heterochromatin is strongly regulated by
epigenetic events, which can go under the influence of environmental factors and life habits,
such as the exposure to toxic agents, deregulation of circadian cycles and unhealthy lifestyles.
Therefore, this piece sought to relate the heteroaromatic region’s increase to a non-sexual
chromosome (9), with determining factors associated to male fertility through questionaries
refereeing lifestyle habits and through the characterization of gene expression of five involved
genes in the process of spermatogenesis whether or not coded in the heterochromatin region
(Vcep; Hsd/Aepl; Dmrtl; Spata/Hsd17b3 e Nr5al). According to the samples obtained, the
patients were separated into three groups for the questionaries performance and data analysis,
these being: Control Group (CH - normal spermogram; 46XY) (n=7); Oligozoospermia
Group (OG - altered spermogram; 46,XY) (n=10) and Heterochromatin Group (HG - normal
or altered spermogram; 46,XY,9gh+) (n=4). As for the gene expression, no relevant
difference was observed between the OG and CG groups, only a difference between OG and
HG, once individuals that have a diagnosis of increased heterochromatin presented stronger
history of male infertility. These evidences points a possible relation between life habits and
heterochromatin increase, proving that fertility has multifactorial determination.

Keywords: male infertility; heterochromatin; chromosome 9.
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1 INTRODUCAO

Uma das doencas que vem apresentando altas crescentes perante a saude da populagdo
masculina, é a infertilidade, que além de se tornar uma grande preocupacéao de satde publica é
também uma situacdo dolorosa para casais que buscam uma gravidez regular (BARROS;
SANTOS; CARVALHO, 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2020), a infertilidade pode ocorrer tanto
nas mulheres quanto nos homens, e sé pode ser definida ap6s um ano ou mais de vida sexual
regular sem o uso de qualquer protecdo. E uma manifestacdo universal, isto é, que atinge
aproximadamente 15% dos casais de diversas regifes do mundo, sejam elas de alto ou baixo
desenvolvimento socioecondmico e cultural (PASQUALOTTO, 2007).

Por mais que essa condicdo acometa ambos 0s sexos, 0s fatores masculinos séo as
alteracdes que mais aparecem em centros de diagndstico, sendo estes uma contribui¢do de
normalmente 50% de infertilidade perante os casais tentantes (ALVES et al., 2021). Em um
estudo Santos et al. (2013) relatam que cerca de 6% dos homens com menos de 45 anos séo
inférteis, e quase 100% dos casos o problema se encontra na morfologia espermatica.

Todavia, existem diversas vertentes das quais podem indicar um diagndstico para a
infertilidade do homem, podendo ser através de uma analise dos habitos de vida ndo saudaveis
do individuo (como o uso de drogas, tabagismo, obesidade e mé& nutricdo); avaliacdo
psicoldgica e como principal ponto a avaliacdo genética (ARRUDA; LIMA, 2012; BARROS;
SANTOS; CARVALHO, 2020). Borght e Wyns (2018), relatam que a infertilidade masculina
influenciada por defeitos genéticos estd diretamente ligada a fatores de estilo de vida
modificaveis, visto que estes aspectos possuem propriedade em modificar a integridade do
DNA espermético.

De acordo com Abreu, Sartorelli e Pereira (2008), as alteracdes genéticas sao
originadas devido a fatores cromossémicos ou mutagdes genéticas, das quais normalmente sé
sdo detectadas ap0s uma sequéncia de abortos ou até mesmo ap6s o nascimento de filhos
portadores de deficiéncia. Com esse potencial de fatores, procurar mecanismos para a
realizacdo de exames genéticos se torna indispensavel, dado que estes possuem tal relevancia
na investigacdo clinica que podem evitar procedimentos invasivos ou até mesmo tratamentos
inadequados (LOPES, 2015; KRAUSZ et al., 2018).

Para a obtencdo de um diagndstico precoce, 0 primeiro exame a ser realizado devera

ser 0 espermograma, 0 qual avalia caracteristicas morfologicas dos espermatozoides,
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incluindo sua motilidade, tamanho e nimero. Por conseguinte, para que assim haja uma
conclusdo de diagnostico, o exame de maior relevancia genética é indicado para a pontuagéo
da anélise, o cariotipo (ALVES et al., 2021).

1.1 INFERTILIDADE MASCULINA

O processo da espermatogénese € um sistema complexo de diferenciacdo celular, que
possui como principal objetivo a maturacdo das células germinativas masculinas, usando
fatores genéticos e epigenéticos que influenciam diretamente na qualidade e na quantidade
dos espermatozoides (BARROS; SANTOS; CARVALHO, 2020).

O exame de espermograma € considerado o padrdo ouro para a investigacdo de
infertilidade e tem como principio descrever os aspectos da analise seminal, sendo as mais
recorrentes a oligozoospermia (baixa quantidade de espermatozoides), astenozoospermia
(motilidade inadequada) e/ou teratozoospermia (espermatozoides com morfologia anormal)
(FENO et al., 2012; OMS, 2010).

Outro conceito associado a infertilidade masculina, é de que a idade esta diretamente
relacionada as doengas genéticas, como por um exemplo as aneuploidias, as mutacfes e as
anomalias cromossdmicas. O surgimento desta observacdo se da pelas diversas replicacdes
mitoticas que as células germinativas sofrem durante pelo menos 50 anos, tendo assim uma
grande probabilidade de erros no momento da duplicagédo do DNA (SILVA et al., 2012).

Alem do mais, os fatores ambientais e os habitos de vida estdo diretamente
relacionados a infertilidade masculina associada ao envelhecimento, devido aos ritmos
bioldgicos presentes no organismo que sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia
humana, atuando no controle homeostatico de funcdes fisioldgicas e metabodlicas. (PEREIRA;
TUFIK; PEDRAZZOLLI, 2008; SANTOS; ANDRADE; BUENO, 2009).

Vitaterna, Takahashi e Turek (2001) denominam o evento citado acima como os ciclos
circadianos, os quais sdo controlados por fatores extrinsecos como a luz, alimentacdo e
exercicios fisicos, e possuem como 0S Seus principais componentes, as proteinas CLOCK
(circadian locomotor output cycle proteins kaput) e BMALL (brain and muscle ARNT-Like
1). Estudos apontam que baixos niveis ou até mesmo a auséncia destas proteinas no
organismo geram desequilibrios na espermatogénese, uma vez que ja foi comprovado

esterilidade e um fendtipo de envelhecimento precoce em experiencias com camundongos
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deficientes da proteina BMAL1 (ALVAREZ et al.,, 2008; PERUQUETTI; MATEO;
SASSONE-CORSI, 2012).

1.2 HETEROCROMATINA

Devido ao alto indice de procura de assisténcia medica para o diagndstico e tratamento
de problemas de infertilidade, o fator genético é logo apontado como uma probabilidade
muito relevante, submetendo assim casais a0 exame citogenético para a avaliacdo de
alteracdes cromossémicas (MUSTACCHI; PERES, 2000).

De acordo com Oliveira et al. (2011), a heterocromatina foi um termo introduzido na
genética por Heitz em 1928, utilizado para descrever a cromatina ou 0s segmentos de
cromossomos, que ao fim da mitose ndo passavam pelo processo de descondensacéo,
permanecendo assim durante a interfase e obtendo propriedades heteropicnéticas como
resultado. Em outras palavras, essa estrutura era tida como um lixo cromossémico antes do
conhecimento cientifico sobre o seu papel fundamental na genética, tendo sua principal
funcdo na coesdo entre as cromatides irmas por meio da ligacdo da cromatina e a proteina
coesina (GARTENBERG, 2009).

A heterocromatina esta ligada a uma auséncia de genes, ou seja, possui inatividade das
informacgdes genéticas presentes no DNA cromossémico. Com base nisso, a heterocromatina
foi classificada em dois grupos, sendo estes a heterocromatina facultativa a qual apresenta
condensacdo e uma inatividade parcial em um dos cromossomos do par, e a heterocromatina
constitutiva a qual estd permanentemente condensada e inativa, estando préxima das regides
do centrdmero e do nucléolo (VALADARES; ARAUJO; PANTALEAO, 2011).

As regibes de permanéncia de condensagdo dos cromossomos durante a interfase,
normalmente ndo possuem a mesma quantidade de heterocromatina, tendo os cromossomos 1,
9 e 16 os maiores blocos heteropicnéticos na regido dos centrébmeros. Sabe-se que a
heterocromatina se encontra na maioria das especies e é fundamental para o bom
funcionamento celular em eucariontes, isto €, 0s genes responsaveis pela fertilidade e pela
heranga cromossdmica normalmente se encontram nesta regido (OLIVEIRA et al., 2011).

O bandeamento C e G é a técnica utilizada para a melhor visualizagdo de
polimorfismo cromossémico nas regides da heterocromatina constitutiva, no entanto mesmo

estando em suas formas mais graves sdo consideradas variagdes normais, visto que estas ndo
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aparentam afetar o fendtipo, indicando assim que as diferencas qualitativas no bandeamento
sdo consequéncias da deriva genética (JI et al., 2007, p.14; BROGLIA et al., 2011).

Déjardin (2015) relata que a composicdo da heterocromatina localizada na regido
pericentromérica dos cromossomos € altamente dinamica, tendo altos niveis de metilacdo de
DNA que por sua vez ¢é o responsavel pela inatividade genética nestas regides. Este fator pode
se apresentar desregulado devido a vérias condi¢bes patolégicas, no entanto pode ser
comprometido pela influéncia de fatores ambientais e habitos de vida, como a exposi¢cdo a
agentes toxicos, desregulacdo dos ciclos circadianos e habitos de vida ndo saudaveis
(PARNELL et al., 2017).

1.3 CROMOSSOMO 9

A citogenética é o estudo que visa compreender a morfologia, a funcionalidade e o
comportamento dos cromossomos, uma vez que estes estdo organizados por sua morfologia e
tamanho do cari6tipo. A espécie humana possui 46 cromossomos em suas células, formando
22 pares classificados como autossomicos e um par como sexual (COROMINAS, 2020).

O equilibrio do material genético cromossdmico é um fator de suma importancia para
0 bom funcionamento dos genes encontrados nos cromossomos, 0s quais dao caracteristicas e
instrucdes as células do corpo. Uma alteracdo quantitativa ou qualitativa, isto é, da
organizacdo da informacdo genética pode provocar problemas para o desenvolvimento
humano, podendo ser estas alteracdes numéricas, estruturais ou polimorfismos (GRIFFITHS
et al., 2008).

A estrutura do cromossomo 9 é altamente polimérfica, contendo o maior bloco de
heterocromatina que afeta de 6-8% dos seres humanos e além disso sua sequéncia final de
eucromatina compreende 109.044.351 pares de bases representando mais que 99,6% da
regido. Foram descritos aproximadamente 1.149 genes codificados neste cromossomo, dentre
eles genes relacionados a determinagcdo do sexo masculino e feminino, e reversdo sexual
(HUMPHRAY et al., 2004).

Os estudos feitos por Sahin et al. (2008) mostram que o heteromorfismo possui uma
alta frequéncia em homens inférteis, sendo considerado assim uma anormalidade

cromossdmica. Entretanto, outras pesquisas contrapdem esse conceito justificando que ndo ha
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provas concretas que representem esse fato, considerando o aumento da regido
heterocromética do cromossomo 9 uma variante normal (ANTONELLI et al., 2000).

Evidéncias apontam que a regido heterocromatica do cromossomo 9 é a responsavel
por carregar 0s genes associados a fertilidade masculina, sendo assim a estrutura crucial para
a determinacdo de uma prole normal, abortos ou mortes neonatais (OLIVEIRA et al., 2011;
CAMPANHOL et al., 2011).

E possivel citar cinco genes codificados de interesse a investigar problemas associados
a fertilidade masculina, que estdo de alguma forma envolvidos no processo da
espermatogénese, sendo estes: (a) Aepl; (b) Vcp; (c) Dmrtl; (d) Hsd17b3; (e) Nr5al.

Figura 1. Representacdo da distribuicdo dos genes de interesse do
presente projeto nas regibes pericentroméricas e nao
pericentroméricas do cromossomo 9.

Regido
heterocromatica

m m ~N
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- 2|
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( .
Dmrtl Vep Aepl Hsd17b3 Nr5al
(9p24.3) (9p13.3) = (9412) (9g922) (9933)

Fonte: Elaborado pela autora.

O gene Aepl, ou também conhecido como, Spata3lA7, Spata31A4, C9orf36,
Fam75A4, Fam75A7 ou C9orf36A, foi analisado pela primeira vez em testiculos de ratos que
apresentavam deficiéncia de vitamina A (VAD) tratados com retinol, sendo expresso na
regido do acrossomo das espermatides a partir da 25° dia pés-natal, indicando estar
diretamente relacionado com a a formacdo desta estrutura (ZUO et al., 2010). Por sua vez,
Luk et al. (2006) definiram que a proteina Aepl é fundamental no processo da morfogénese
do acrossomo, uma vez que os defeitos que podem ocorrer durante essa etapa resultam em
infertilidade.

O Vcp, podendo também ser conhecido por Cdc48, Ibmpfd, p97 ou Tera, € um gene
localizado mais precisamente no bragco curto do cromossomo 9 na posi¢do 13.3 (9p13.3) e é
responsavel por fornecer informacbes para a producdo da enzima valosina. Esta proteina

codificada possui baixa especificidade tecidual, podendo ser encontrada em todos as células



17

nucleadas do organismo, onde desempenha inimeras funcGes como resposta a danos e
replicacdo de DNA, degradacdo de proteinas e regulacdo do nivel de proteinas envolvidas no
tempo de divisdo celular e crescimento (VCP PROTEIN EXPRESSION SUMMARY,
[2022]).

O terceiro gene de grande importancia encontrado no cromossomo 9, associado a
fertilidade masculina, o0 Dmrtlou também chamado de Dmtl ou Ct154, desempenha um papel
fundamental na determinacdo e diferenciacdo do sexo masculino, controlando o
desenvolvimento dos testiculos e a proliferacdo das células gaméticas masculinas. Também é
0 responsavel na manutencdo do sexo pds-natal, mantendo a determinacdo dos testiculos e
prevenindo a feminizagdo, uma vez que delec¢des do braco curto do cromossomo 9 sdo muito
associadas a disgenesia gonodal XY (DMRT1 PROTEIN EXPRESSION SUMMARY,
[2022]); TUTTELMANN; RUCKERT; ROPKE, 2018). Além disso, estimula a producdo
abundante e continua de espermatozoides devido gerar uma inibicdo da meiose nas
espermatog6nias indiferenciadas, permitindo assim maior funcionamento do ciclo mitdtico
(MATSON et al., 2010).

O gene Hsd17b3/Spata, localizado no braco longo do cromossomo 9 na posicéo 22
(9922), tem como principio a conversdo de androstenediona em testosterona por meio da
expressdo da enzima 17 beta-hidroxiesterdide desidrogenose (17B-HSD) nos testiculos,
usando preferencialmente o NADP como cofator. Pode ser também conhecido como Edh17b3
ou Sdrl2c2 (SILVIA; MELLO; SCALLET, 2019; HSD17B3 PROTEIN EXPRESSION
SUMMARY, [2022]).

O ultimo gene, Nr5al (Elp; Sf1; Ftzl; Pof7; Sf-1; Ad4bp; Ftzfl; Spgf8; Srxx4; Srxy3 ou
hSF-1) esta localizado na regido 9933 e codifica a proteina 1 do fator esteroidogénico (SF1), a
qual estd envolvida na determinacdo e diferenciacdo sexual, e na descendéncia testicular.
(TUTTELMANN; RUCKERT; ROPKE, 2018). Além disso, o Nr5al é um regulador
transcricional chave para regulacdo de outros genes envolvidos no desenvolvimento e na
funcdo reprodutiva, uma vez que defeitos neste gene é causa de reversdo sexual XY gerando

formas graves de infertilidade masculina (FERLIN et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Devido ao aumento do ndmero de casais inférteis influenciados por fatores
masculinos, o presente estudo busca analisar alguns genes determinantes da fertilidade
masculina, tendo em vista que, tanto como a infertilidade masculina como a infertilidade em
geral sdo considerados problemas de satde publica no Brasil (WHO, 2020). Para a execucéo
deste trabalho serdo avaliados parametros que buscam correlacionar os habitos de vida da
populagdo masculina com o aumento da regido da heterocromatina no cromossomo 9 e a

prevaléncia da infertilidade.
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3 OBJETIVOS

Relacionar o aumento da heterocromatina no cromossomo 9, por meio de analises de
habitos de vida, com a infertilidade masculina e caracterizar a expressdo de dois genes

envolvidos com a espermatogénese presentes na regido heterocromatica desta estrutura.
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4 METODOLOGIA
4.1 CASUISTICA

Foram utilizadas amostras de pacientes encaminhados ao Laboratério Fertility Medical
Group, na cidade de Bauru — S&o Paulo. Este grupo de pacientes foi constituido por homens
com suspeita de infertilidade, com idade entre 22 e 57 anos, que possuiam espermograma e
cariotipo agendados ou que apenas possuiam espermograma agendado, mas que estavam
dispostos a realizar o cariétipo, no Laboratério Genos, localizado no mesmo endereco.

Os pacientes foram informados sobre os objetivos da pesquisa e, quando aceitavam
participar, foi procedida a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
— TCLE. (APENDICE A). Nesta etapa o paciente foi auxiliado e todas as suas ddvidas foram
esclarecidas por pesquisadores treinados para os devidos fins. Os pacientes também
receberam o Questionario de Levantamento de Habitos de Vida (APENDICE B) para
levantamento de informacdes que foram relevantes a presente pesquisa. O periodo de coleta
de amostras de sémen e sangue para a determinacdo do diagnostico ocorreu entre marco de
2017 e agosto de 2018. O presente trabalho e questionario foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP/USC) sob parecer nimero 1.935.805. (ANEXO A).

Os grupos foram separados de acordo com os resultados do espermograma e do
cariotipo, sendo que o numero total de pacientes que passaram pela clinica para realizacdo de
espermograma neste periodo foram de 178 pacientes (N total = 178) e apenas 76 destes
poderiam ser enquadrados em cada grupo, pois possuiam cari6tipo ou aceitaram realizar o
cariotipo (N total de amostras completas = 76) e por fim, 21 pacientes aceitaram participar da

pesquisa (N utilizado = 21). Podemos observar a separacdo dos grupos na Tabela 1.
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Tabela 1: Separagdo dos grupos amostrais.

N° total

0
de N° total

utilizado
nas
I EURES

Grupos Espermograma Cariotipo | amostras
completas
coletadas

Grupo Controle

(GC) Normal 46,XY 28 10 22-47
Oligozoospermia Oligozoospermia  46,XY 39 10 31-57
(GO)
Heterocromatina Normal/ 46,XY,
(GH) Oligozoospermia ~ 9gh+ d . S

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 ESPERMOGRAMA

Para realizacdo do espermograma 0s pacientes devem respeitar um periodo de
abstinéncia sexual de 2 a 7 dias antes de coletarem a amostra de sémen. Apds a coleta, 0 sémen
foi submetido ao processo de liquefagdo (30 minutos) e, posteriormente, todo o volume de
sémen foi aspirado para checagem da viscosidade, coloracdo e volume, além de ser
determinado o pH da amostra. A concentracdo de espermatozoides foi determinada em
camara de Mackler e anotado em milhdes/mL. A motilidade espermética percentual, bem
como a progressao espermatica, é avaliada utilizando-se a cdmara de Makler. Os valores de
referéncia para andlise seminal (Motilidade progressiva, Motilidade ndo progressiva e
Imovel), seguiram os parametros preconizados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2010). Apos realizagdo da andlise seminal completa pela Clinica Fertility, o material
excedente foi encaminhado para protocolo de extracdo de RNA.

4.3 DETERMINAGAO DO CARIOTIPO ATRAVES DA TECNICA CONVENCIONAL
DE SANGUE PERIFERICO
Para determinar o cariétipo do paciente, deve ser coletado aproximadamente 5mL de
sangue venoso do paciente em tubo heparinizado para a cultura de leucécitos. O sangue foi

colocado em cultura e incubou-se na estufa a 37°C por 72 horas. Ao fim do periodo de
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incubacéo, adicionou-se a Colcemid (Gibco)®, substancia que impede a formacdo do fuso
acromético e consequentemente bloqueio das células em metafase, esta age por 1 hora em
estufa. Centrifugaram-se os tubos, desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se uma solugédo
hipotonica (KCI), deixando 30 minutos em estufa, sendo essa a etapa que provoca a lise da
membrana plasmatica dos leucdcitos. Apds esse tempo, adicionou-se o fixador (metanol e
acido acético, na propor¢do 3:1), sendo a etapa de pré-fixagdo. Confirmada o bom resultado
da cultura, foram pingadas laminas por paciente. As laminas ficaram armazenadas em
geladeira por 1 semana para posterior realizacdo da técnica de bandeamento G e C.

O processo analitico realizado pelo Laboratério Genos consistiu na analise de 20
células, sendo 10 cariotipadas com o suporte do software Geneall e 10 contadas pela equipe

de citogeneticistas.

4.4  ANALISE DE EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

Todo o volume remanescente do sémen ndo utilizado para analise do espermograma,
foi ressuspendido em PBS1x a 37°C, centrifugado e o pellet formado foi novamente
ressuspendido em PBS1x a 37°C, homogeneizado e centrifugado. O pellet formado foi
ressuspendido em RNAlater, homogeneizado, armazenado a -4°C por 24 horas e,
posteriormente, a -20°C até o0 momento do uso.

O RNA total foi extraido das amostras utilizando o Kit miRNeasy® Mini Kit
(QIAGEM - Cat N° 217004), segundo instrucbes do fabricante. Todas as amostras foram
tratadas com RNAse-FreeDNAse set (QIAGEN, Alemanha) como determinado pelo
fabricante. A concentracdo de RNA de cada amostra e a razdo de absorbancia (A260/A280)
foram medidas pelo equipamento NanoDrop 2000 (spectrophotometer ND — 2000 —
NANODROP, EUA) e somente amostras com valor de razdo entre 1,85 e 2,2 foram
utilizadas. A integridade das amostras foi mensurada pelo equipamento Bioanalyzer Agilent
2100 e apenas amostras com RIM superior a 5 foram utilizadas.

A sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total foi realizada
utilizando os kits: High-CapacitycDNA Reverse Transcription Kits e TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit, (Applied Biosystems™, EUA), segundo protocolo estabelecido pelo

fabricante.
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Apos ajuste das concentraces de RNA e sintese do cDNA, a reacdo de PCR
quantitativa (QPCR) foi realizada no equipamento ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection
System, utilizando ensaio de expressdo génica TagMan e sondas especificas.

A quantificacdo relativa da expresséo é calculada usando o método 2-AACt de acordo
com Livak and Schmittgen (2001).

Para a anélise da expressdo do RNAm foram utilizados os ensaios para deteccdo e
quantificacdo dos seguintes genes de interesse: (a) Hsd/Aepl; (b) Vcp; (c) Dmrtl; (d)
Hsd17b3/Spata; (e) Nr5al (Applied Biosystems). O gene constitutivo paranormalizacdo dos
RQs dos genes de interesse analisados no presente projeto foi o Hprtl, segundo Eghbali et al.
(2014).

A andlise estatistica para os resultados de expressdo dos genes entre os grupos foi
realizada pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA. As andlises foram realizadas utilizando o
software StatSoft, Inc. (2011). STATISTICA (data analysis software system), version 10. As
andlises estatisticas foram baseadas em Zar (1999) e a diferenca estatistica foi considerada
quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ANALISE EXPLORATORIA DO QUESTIONARIO DE HABITOS DE VIDA

Para termos um panorama geral do historico reprodutivo bem como dos habitos de
vida dos participantes de estudo, distribuidos em seus respectivos grupos de estudo, (n=21),
analisamos as respostas dadas ao instrumento ‘Questionario de Levantamento de Hébitos de
Vida’, sendo que as respostas estdo distribuidas nas Tabelas 2 e 3. O agrupamento de dados
nestas tabelas segue a seguinte ordem: (a) histérico relativo a atividade sexual do casal
(Tabela 2) e (b) histérico de doencas prévias e habitos de vida do casal (Tabela 3). As
respostas consideradas importantes nas tabelas foram as que apareceram em frequéncia maior
gue 75%, estando assim destacadas com a coloracdo cinza escuro para a representacao dos
resultados dos grupos que estavam sendo considerados (GC, GO ou GH). Algumas respostas
que apareceram em frequéncias entre 65% e 74%, destacadas em coloragao cinza claro, foram
marcadas como resultados potencialmente relevantes para fins interpretativos.

A primeira evidencia observada foi que a maioria dos casais que estdo tentando
engravidar apontam baixa frequéncia sexual, sendo esta observagdo mais evidente no grupo
GO, onde € possivel observar baixas praticas sexuais programadas o0 que pode comprometer a
taxa de fertilizacdo nesse grupo de individuos possui alteracGes espermaticas. H& um
consenso de que a taxa de fecundidade do ovoécito cai drasticamente a partir do dia da
ovulacdo, sendo que uma janela de 5 dias antes da ovulacdo é altamente propicia para a
fecundacdo. Casais que planejam as relacdes sexuais somente quando identificam os sinais de
ovulagdo podem comprometer de maneira severa as chances de fertilizagdo, baseado nas
evidéncias da alta taxa de sobrevivéncia de espermatozoides vidveis no trato reprodutivo
feminino por pelo menos 5 dias apos ser ejaculado (WILCOX et al., 1995). Todos os outros
dados avaliados na Tabela 2 ndo apontam correlacéo entre historico reprodutivo do casal com
o0s problemas de fertilidade que estao tentando solucionar.

Em relacdo historico de doencas prévias e habitos de vida do casal, apresentados na
Tabela 3, individuos de todos os grupos comem poucos vegetais e frutas, indicando assim
uma ma qualidade de alimentacdo, a qual é um fator de extrema importancia quando
associada a fertilidade masculina (CARSON; KALLEN, 2021). Diversas pesquisas relatam
gue a alta ingestdo de gorduras saturadas e gorduras Omega-3 estdo negativamente

relacionadas respectivamente & concentracdo e a morfologia espermatica, tendo uma dieta
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saudavel um potencial positivo na qualidade do sémen (ATTAMAN et al., 2012; GIAHI et

al., 2015).

Tabela 2: Levantamento do historico relativo & atividade sexual do casal e saide reprodutiva
masculina, dos individuos integrantes dos respectivos grupos de estudo deste trabalho.

. R GC (n=7) GO (n=10) GH (n=4)

Questdes espostas n) % ") % ") %

T 1x por semana 6 86 3 30 2 50

Qual é a frequéncia de sua atividade 1Xx por semana 1 14 5 50 2 50
sexual? Quinzenal 0 0 1 0 0 0
Mensal 0 0 1 0 0 0

Esta a mais de um ano tentando ter um Sim 5 71 8 80 3 75
filho com sua companheira praticando sexo N4 2 29 2 20 1 25

sem protecao? a0

Prati do? Sim 1 14 5 50 1 50
raticam sexo programado? N0 6 86 5 50 3 ==
T bl q x aculacio? Sim 0 0 1 10 1 50
em problemas de ere¢do ou ejaculacéo? N0 7 100 9 90 3 -
Submeteu-se a alguma operacéo por Sim 1141 0 0 0 0

testiculos néo descidos? Nio 6 86 10 100 4 100
Submeteu-se a alguma técnica de extragao Sim 0 0 0 0 0 0

espermatica epididimal ou testicular N3 7 100 | 10 100 4 100

(TESE; microTESE)? a0

J& contraiu algum tipo de DST (doengas Sim 0 0 0 0 0 0

sexualmente transmissiveis)? Nio 7 100 | 10 100 4 100
Submeteu-se a alguma reverséo de Sim 0 0 0 0 0 0

vasectomia? Nio 7 100 10 100 4 100

Nota: GC = Grupo controle (sem alteracBes seminais e sem aumento de heterocromatina no cromossomo 9); GO =
Grupo Oligozoospermia (oligozoospermia confirmada por espermograma e sem aumento de heterocromatina no
cromossomo 9); GH = Grupo Heterocromatina (aumento da &rea de heterocromatina do cromossomo 9
confirmada por cariotipo e com ou sem oligozoospermia confirmada por espermograma).

Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto a saude dos individuos, o grupo GO tem um grande historico de colesterol

familiar (80%) e o grupo GH uma tendencia de aumento, pois pelo menos metade do grupo

apresenta o determinado histérico (Tabela 3). Em homens, o metabolismo do colesterol é

fundamental para funcdes testiculares e quando ha niveis alterados pode haver baixos niveis

de testosterona e até infertilidade (DIMOPOULOU et al., 2018; SEDES et al., 2018).
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Tabela 3: Levantamento do historico de doencas prévias e habitos de vida do casal, dos individuos integrantes dos respectivos grupos de estudo
deste trabalho.

GC(n=7) GO (n=10) GH (n=4)

Questdes Respostas M % () % (N %

o Sim 1 14 1 10 2 50

Toma medicagéo de forma regular? N0 6 86 9 90 5 50
. . Sim 0 0 1 10 2 50

Sofre de alguma doenga como diabetes ou hipertenséo? N0 7 WOON 9 90 5 50
_ ) L Sim 1 14 1 10 2 50

Trabalha num local muito quente ou esta em contato frequente com materiais toxicos? N 5 86 9 9% ) 50
Vocé afirmaria que sua principal atividade remunerada é exercida em turnos ou em Sim 0 0 2 20 0 0

periodo noturno? N3o 7 [ 100 8 80 4 | 100
. « . Sim 5 71 5 50 2 50

Tem uma alimentagéo saudavel? N0 2 29 5 50 2 50

Come menos de cinco unidades de frutas ou verduras ia? Sim ° 50 10 4 -
por dia N0 1 14 0 0 0 0

. . . , ) Sim 2 29 3 30 1 25

Bebe menos de 1 litro de agua por dia, sem contar com chas e café? N0 5 71 7 70 3 75
. Sim 4 57 2 20 1 25

Faz dieta para controlar o peso? N0 3 43 8 80 3 75
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Tabela 3: Levantamento do historico de doencas prévias e habitos de vida do casal, dos individuos integrantes dos respectivos grupos de estudo
deste trabalho.

Quantas refeigcdes vocé realiza por dia? T 3 refeigdes 2 29 > >0 0 0
3 refeicdes 5 71 5 50 4 100

R , - e , . Sim 4 58 8 80 1 25
Vocé ou alguém em sua familia (pai, mée, irméos, avos) possui colesterol elevado? NGio 3 42 ) 20 3 75
\Voch . e o Sim 7 100 7 70 2 50
pratica exercicio fisico? Nio 0 0 3 20 ) 50

\Voch fuma? Sim 0 0 3 30 0 0
' Nao 7 1000 7 70 4 [7100

Faz uso de drogas ilicitas? Sim 0 0 2 20 0 0
gas Hlicitas’ Nao 7 1000 8 ["80" 4 ['100

Diaria 0 0 1 10 0 0

Semanal 2 29 7 70 1 25

Vocé ingere bebida alcodlica? Se sim, qual a frequéncia? Quinzenal 2 29 1 10 1 25
Mensal 1 14 0 0 1 25

N&o ingiro 2 29 1 10 1 25

{ 5 horas 0 0 1 10 O 0
VVocé dorme em média quantas horas diariamente? Entre 5 e 7 horas 4 58 6 60 4 | 100

Entre 7 e 9 horas 3 43 3 30 0 0

Entre 22h e 7h 4 58 5 50 2 50

Essas horas de sono s3o gozadas preferencialmente em que periodo do dia? Entre 24h e 9h i i?l g 500 3 500

Outro

Nota: GC = Grupo controle (sem altera¢cdes seminais e sem aumento de heterocromatina no cromossomo 9); GO = Grupo Oligozoospermia (oligozoospermia confirmada
por espermograma e sem aumento de heterocromatina no cromossomo 9); GH = Grupo Heterocromatina (aumento da &rea de heterocromatina do cromossomo 9
confirmada por cariétipo e com ou sem oligozoospermia confirmada por espermograma).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Além disso, metade do grupo com o aumento da heterocromatina no cromossomo 9 (GH) faz
uso frequente de medicagdo regulada, trabalha em locais quentes e/ou com exposicdo a
produtos toxicos, dorme menos horas do que o recomendado, ndo pratica atividade fisica e
possui incidéncia de diabetes e/ou hipertensdo, sendo que todas essas informacdes podem
estar relacionadas com a producdo de infertilidade nos homens deste grupo (CARSON,;
KALLEN, 2021). Além disso, esses resultados sugerem uma possivel relagdo entre a
exposicdo a alguns estressores ambientais/fisiolégicos com a producdo das alteracGes
epigenéticas, e consequente aumento da area de heterocromatina do cromossomo 9, que
podem levar a reducdo de fertilidade em individuos a elas expostos (BECKER et al., 2016;
CAVALIERI; SPINELLI, 2017; SKINNER, 2014).

52 ANAI:ISE DA EXPRESSAO DE GENES LOCALIZADOS DENTRO E FORA DA
REGIAO DA HETEROCROMATINA

A expressdo gQénica relativa dos genes que estdo localizados na regido da
heterocromatina do cromossomo 9 (Vcp e Hsd/Aepl) e a expressdo de genes fora da regido
heterocromatica (Spata/Hsd17b13, Nr5al e Dmrtl) foram detectadas em amostras de sémen
de todos os pacientes dos grupos GC (n=7), GO (n= 10) e GH (n= 4), pela técnica de RT-
PCR e os resultados estdo demonstrados na Figura 1.

Em relacdo ao gene Hsd/Aepl encontrado na regido heterocromatina, foi possivel
observar um aumento expressivo em sua expressdo no grupo GO associada a uma reducdo
expressiva (praticamente silenciamento génico) no grupo GH (Figura 1). O gene Hsd/Aep1l,
também conhecido como, Spata31A7, C9orf36, Fam75A4, Fam75A7, C9orf36A, Spata31A4,
foi o primeiro isolado de um modelo de ratos com deficiéncia de vitamina A (VAD) tratado
com retinol. O produto deste gene encontra-se expresso na regido acrossomal das
espermatides a partir do 25° dia pds-natal. A imunorreatividade esta presente em espermatides
e espermatozoides de ratos, humanos, macacos e suinos, 0 gque sugere sua participacdo na
formagéo do acrossomo. (ZUO et al., 2010; LUK et al., 2006). A proteina Aepl também pode
estar ligada a espermatogénese que € regulada por fatores especificos e mecanismos mediados
por um conjunto de proteinas e fatores transcricionais que necessitam amplo controle
molecular (KIMMINS et al., 2004; MATZUK; LAMB, 2002). Portanto, o desbalan¢o nao
equivalente na expressao desse gene observado nos grupos GO e GH podem estar associados
com problemas de fertilidade experenciados por esses grupos. No grupo GH, o aumento da
heterocromatina, provavelmente provocado por hébitos de vida (como demonstrado na anélise

exploratdria anterior para esse grupo) podem ter causado o silenciamento desse gene.
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Todavia, a anélise da expressao pertencente ao gene Vcp ndo apresentou diferencas
estatisticas significantes entres os grupos analisados (Figura 1). O gene Vcp, também
conhecido como p97; Tera; Cdc48 fornece instrucBes para fazer uma enzima chamada
valosina. Esta proteina codificada € encontrada em todo o corpo e desempenha uma grande
variedade de func@es dentro das células, como um papel na degradacao de proteinas, fusao de
membranas intracelulares, reparo e replicagdo de DNA, regulacdo do ciclo celular e ativagéo
da via NF-kappa B, forma um complexo homohexamerico que interage com uma variedade
de co-fatores e extrai proteinas ubiquitinadas de membranas lipidicas ou complexos proteicos.
(NCBI Gene, 2018a). Este gene também regula o nivel de proteinas envolvidas em varias
atividades de células criticas, tais como o tempo de divisdo celular e crescimento. Porém, a
expressao relativa deste gene ndo parece produzir efeitos sobre as varidveis analisadas no

presente estudo.

Figura 2: Representacdo da expressdo génica relativa, obtida por PCR-RT, dos respectivos
grupos de estudo deste trabalho.

21,00 -
BGC
18,00 - HGO
15,00 - BGH
©
2
= 12,00 -
V]
= :
g 20071 Lo ab
=
6,00 -
a Patecs
3,00 - - ac
0’00__ ::::l T b . =2
Hsd Vep Spata Nr5al Dmrtl
p=0.01% p=0.79 p=0.30 p=0.00* p=0.02%
HETEROCROMATINA NAO-HETEROCROMATINA

Notas: GC = Grupo controle (sem alteracbes seminais e sem aumento de
heterocromatina no cromossomo 9); GO = Grupo Oligozoospermia
(oligozoospermia confirmada por espermograma e sSem aumento de
heterocromatina no cromossomo 9); GH = Grupo Heterocromatina (aumento
da area de heterocromatina do cromossomo 9 confirmada por cariotipo e com
ou sem oligozoospermia confirmada por espermograma).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Quanto aos genes que ndo fazem parte da heterocromatina, nota-se que o gene
Spata/Hsd17b3 ndo apresentou uma diferenca estatistica significante em sua expressdo
relativa quando os trés grupos foram comparados, mas por outro lado os outros dois genes,
Nr5al e Dmrtl, apresentaram o mesmo padrdo de expressdo do gene Hsd/Aepl descrito
anteriormente, onde o grupo GO teve um brusco aumento de expressdo comparado com uma
importante reducdo de expresséo (praticamente silenciamento génico) no grupo GH (Figura
1).

O gene Hsdl7b3/Spata, também conhecido como Edh17b3 ou Sdrl2c2, cuja
expressdo ndo foi encontrada alterada entre os grupos do presente estudo, estd relacionado
com pseudohermafroditismo masculino, com ginecomastia. (HUMPHRAY et al., 2004). Uma
de suas isoformas de 17 beta-hidroxiesteroide desidrogenase é expressa predominantemente
nos testiculos e catalisa a conversao de androstenediona em testosterona, portanto
amplamente associado com determinagdo de fertilidade. (NCBI Gene, 2018c).

Entre os genes que ndo estdo localizados na regido de heterocromatina e que foram
encontrados diferencialmente expressos neste estudo, o Dmrtl, conhecido também como
Dmtl ou Ct154, codifica outro fator de transcri¢cdo que desempenha um papel fundamental na
diferenciacdo testicular e é expresso principalmente nos testiculos. Dmrtl blogueia a via
meiotica de celulas germinativas masculinas e faz com que células germinativas masculinas
sofram mitose. (MATSON et al., 2010). Dele¢des do brago curto do cromossomo 9, incluindo
a Dmrt1, sdo bem conhecidas por estarem associadas a sindrome de delecédo 9p e a disgenesia
gonadal XY. Este gene é encontrado em um cluster com dois outros membros da familia de
genes, tendo em comum um motivo de ligacdo de DNA semelhante a um dedo de zinco
(dominio DM). (TUTTELMANN; RUCKERT; ROPKE, 2018). Este gene exibe um padréo
de expressdo especifico de gbnadas e sexualmente dimdrfico. O desenvolvimento testicular
defeituoso e a feminizacdo XY ocorrem quando esse gene é hemizigoto. (NCBI Gene,
2018b).

Ja o gene Nr5al (Elp; Sf1; Ftzl; Pof7; Sf-1; Ad4bp; Ftzfl; Spgf8; Srxx4; Srxy3; hSF-
1), subfamilia 5 do receptor nuclear, grupo A, membro 1, OMIM 184757, codifica a proteina
1 do fator esteroidogénico (SF1) que é um ativador transcricional envolvido na determinagdo
do sexo, participando da regulacdo da determinacédo e diferenciacdo do sexo, descendéncia
testicular. (TUTTELMANN; RUCKERT; ROPKE, 2018). A proteina codificada liga 0 DNA

como um mondmero. Além disso, estudos demonstram que defeitos neste gene é uma causa
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de reversdo sexual XY com ou sem insuficiéncia adrenal, bem como insuficiéncia
adrenocortical sem defeito ovariano, portanto, associadas com formas graves de infertilidade
masculina. (FERLIN et al., 2015).

Nossos resultados ndo nos permitem afirmar que a baixa expressdo de Dmrtl e de
Nr5al em amostras seminais dos individuos do grupo GH esteja diretamente relacionada com
0 processo de heterocromatinizagdo do cromossomo 9, visto que 0S mesmos ndo se encontram
localizados em regides de aumento de heterocromatina. Porém, a relativa alta frequéncia da
existéncia de fatores como historico de atividade laboral em locais quentes e/ou com
exposicao a produtos tdxicos, pequena quantidade de horas diarias de sono, falta de pratica de
atividade fisica regular, maior incidéncia de diabetes e/ou hipertensdo, associada a maus
habitos alimentares, que sdo todos fatores associados a producdo de modificacbes
epigenéticas, além de fatores comprometedores de fertilidade, pode ser indicativo dos
mecanismos fisioldgicos que estdo sendo observados neste grupo. Além do mais, sugerimos a
investigacdo de que se algum gene presente na regido de heterocromatina aumentada pode ser
um agente promotor da transcricdo de Dmrtl e de Nr5al, cuja auséncia também poderia

explicar a reducdo da expressdo dos mesmos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas evidencias relatadas nesse trabalho é possivel observar que individuos
com oligozoospermia que procuraram o servigo de reproducdo assistida possuem em seu
historico fatores que comprometem a qualidade do processo reprodutivo como maus habitos
alimentares, histérico familiar de elevacédo de colesterol, alta frequéncia de ingestao de bebida
alcoolica que associados com uma elevada expressdo dos genes Hsd17b3/Spata, Dmrtl e
Nr5al, localizados no cromossomo 9 e com a baixa frequéncia de atividade sexual, podem
explicar a problemas de fertilidade enfrentados por esses individuos.

Ja em relacdo a individuos que procuraram 0 mesmo Servico, que apresentavam ou nao
oligozoospermia, mas que tiveram um diagnostico de aumento de regides de heterocromatina
no cromossomo 9 foi possivel observar uma associacdo com habitos e histéricos mais
fortemente associados com determinacdo de fertilidade como atividade laboral em locais
guentes e/ou com exposicdo a produtos toxicos, pequena quantidade de horas diarias de sono,
falta de pratica de atividade fisica regular, maior incidéncia de diabetes e/ou hipertensdo e
prevaléncia de maus habitos alimentares. Esses individuos também apresentaram uma drastica
reducdo na expressao dos genes Hsd17b3/Spata, Dmrtl e Nr5al, localizados no cromossomo
9. Essa reducdo de expressdo pode ser explicada pelo aumento da area de heterocromatina
para 0 gene Hsd17b3/Spata, que se localiza na regido herecromatica, porém ndo diretamente
para os demais.

Conclui-se, portanto, que a fertilidade € uma caracteristica multifatorial e que
investigacbes de causas de infertilidade devem levar em consideracdo aspectos
genéticos/epigenéticos, ambientais, fisiologicos e comportamentais para a escolha da melhor

abordagem de intervencao na busca da concepgéo natural ou assistida.
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APENDICE

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE (Conselho Nacional de Saude, Resolugdo CNS 466/12)

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario do projeto de pesquisa “RELACAO
ENTRE O AUMENTO DA REGIAO DE HETEROCROMATINA DO CROMOSSOMO 9 E A
INFERTILIDADE MASCULINA”, sob responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Rita
Luiza Peruquetti, e das discentes Renata Pereira de Amorim (Mestranda do Programa de Pds-graduagéo
em Odontologia — Saude Coletiva) e Amanda Gongalves Martins da Costa (Graduanda em
Biomedicina).

O principal objetivo deste trabalho serd encontrar algumas alteragcBes cromossémicas (ou
genéticas) que podem estar relacionadas com a reducdo da producdo de espermatozodides e,
consequentemente, comprometer o processo de reproducdo em humanos. Também sera objetivo deste
estudo avaliar se fatores ambientais condicionados pelos habitos de vida de cada participante (habitos de
alimentagdo, rotina de sono diaria, tabagismo, alcoolismo, pratica de atividade fisica, etc) podem ter

relacdo com essas alteragdes genéticas, ou com outros fatores da vida sexual, sendo uma das causas da

infertilidade detectada.

Vocé podera consultar as pesquisadoras responsaveis em qualquer época, pessoalmente ou
pelo telefone da Instituicdo, para esclarecimento de qualquer divida. VVocé esté livre para, a qualquer
momento, deixar de participar da pesquisa. Todas as informacgdes por vocé fornecidas e os resultados
obtidos s6 serdo utilizados para divulgacdo em reunifes e revistas cientificas, e sua identidade
NUNCA sera divulgada, ou seja, todas as amostras utilizadas no presente projeto sio ANONIMAS.
Vocé serd informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato destes poderem
mudar seu consentimento em participar da pesquisa. Vocé nao tera quaisquer beneficios ou direitos
financeiros sobre 0s eventuais resultados decorrentes da pesquisa. O material biolégico cedido sera
armazenado e vocé podera ser chamado para dar a sua autorizagdo para novo(s) projeto(s). Caso isso
seja impossivel, seu material bioldgico somente serd utilizado mediante aprovacgéo pelo CEP ou pela
CONEP, em cumprimento a Resolugdo CNS CNS 466/12. (caso envolva armazenamento de material
bioldgico). Ndo havera risco algum referente a pesquisa e 0 estudo contribuira na prevencdo e no

tratamento de homens inférteis



Diantedasexplicaces, se vocé concordaemparticipardeste projeto, coloquesuaassinaturaa

seguir e forneca os dados solicitados.
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Nome: R.G.
Enderego: Fone:
. de de20
Usuario ou responsavel legal Pesquisador responsavel

OBS.: Termo apresenta duas vias, uma destinada ao usuario ou seu representante e a outra ao
pesquisador

Nome Pesquisador(a): Rita Luiza Peruquetti Cargo/Funcdo: Professora

Instituicdo: Universidade do Sagrado Coragédo (USC)

Endere¢o:Rua Irm& Arminda, 10-50, Bloco L, Bauru-SP.

Projeto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Sagrado Coragéo - USC
Bauru — fone 14 21077112 Fax: 14 21077254




APENDICE B — Questionario de levantamento de habitos de vida

Este questionario € destinado ao levantamento de informac6es dos voluntarios
participantes do projeto de pesquisa “RELACAO ENTRE O AUMENTO DA REGIAO
DE HETEROCROMATINA DO CROMOSSOMO 9 E A INFERTILIDADE
MASCULINA ", sob responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Rita Luiza Peruquetti.
Aprovacdo CEP-USC no. 1.935.805, em 21/02/2017.

ATIVIDADE SEXUAL

1. Qual ¢ a frequéncia de sua atividade

sexual?

2. () Mais que 1 vez na semana
()1 veznasemana

() Quinzenal

()

Mensal

3. Esta a mais de um ano tentando ter um filho com sua companheira praticando sexo sem
protecéo?
( )Sim ( )Nd&o

4. Praticam sexo programado?
( )Sim () Nao

5. Tem problemas de ere¢do ou ejaculacdo?
( )Sim ( )Nao

6. Submeteu-se a alguma operac¢do por testiculos ndo descidos?
( )Sim ( )Nio

7. Submeteu-se a alguma técnica de extracdo espermatica epididimal ou testicular (TESE;
microTESE)?
( )Sim ( )Nao

8. Ja contraiu algum tipo de DST (doencas sexualmente transmissiveis)?
() Sim ( ) Nao

HABITOS DE VIDA

9. Toma medicacgéo de forma regular?
( )Sim () Néo
(O VT 1 OO PRROPRRO

10. Sofre de alguma doenga como diabetes ou hipertensao?
( )Sim () Nao
(O VT 1 ST OPPRRRT

11. Submeteu-se a alguma reversao de vasectomia?
( )Sim () Néo

40
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12. Trabalha num local muito quente ou esta em contato frequente com materiais toxicos?

13. VVocé afirmaria que sua principal atividade remunerada é exercida em turnos ou em
periodo noturno?

( )Sim () Néo

Se sim, qual o horario de mais frequente em que costuma executar sua atividade laboral?

14. Tem uma alimentacdo saudavel?
( )Sim () Néo

15. Come menos de cinco unidades de frutas ou verduras por dia?
( )Sim () Néo

16. Bebe menos de 1 litro de &gua por dia, sem contar com chés e café?
( )Sim () Néo

17. Faz dieta para controlar o peso?
( )Sim () Né&o

18. Quantas refeicbes vocé realiza por dia?
( ) 3 refeicdes ou mais e 1 lanche
intermediario () 3 refeicdes

19. Vocé ou alguém em sua familia (pai, mée, irméaos, avds) possui colesterol elevado?
() Sim, eu

() Sim, parente

()Eue

familiares ( )

Néo

20. Vocé pratica exercicio fisico? Se sim, qual? ...
( ) Néo

() Sim, esporadicamente

() 2 a3 vezes por semana

( ) 4 vezes ou mais por semana

19. Vocé

fuma? ( )

N&o

() Sim Quantos €igarros Por dia?.........ccoceveverereneeieeneennn,
() Parei

( ) Fumante passivo

20. Faz uso de drogas ilicitas?
( )Sim () Néo

21. Vocé ingere bebida alcodlica? Se sim, qual a
frequéncia?
( ) Diéria



( ) Semanal

( ) Quinzenal

( ) Mensal

( ) Néo ingiro

22. Vocé dorme em média quantas horas diariamente?
() Menos de 5 horas.

( ) Entre 7 e 9 horas.

( ) Entre5e7 horas.
() Mais de 9 horas.

23. Essas horas de sono séo gozadas preferencialmente em que periodo do
dia?

() Entre 22h e 7h.

( ) Entre Oh e 9h.

() Entre 3h e 12h.

() Outro. Qual?------------=---—--
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE DO SAGRADO ¢~ Plobaforma
CORAGAO @oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tituto da Peaquisa: RELAGAO ENTRE O AUMENTO DA REGIAO DE HETEROCROMATINA DO
CROMOSSCMO 9 E A INFERTILIDADE MASCULINA.

Pesquisador. RITA LUZA PERUQUETTI

Area Tematica: Genética Humana:

(Trat3-6e 02 PesquUsa envoivendo Gendética HUMana QU2 N30 NAC2SSTA e anaise

€2¢3 poe panta ¢a CONER;);
Reprodugdo Humana (pesquisas que s oCcupam com o fundonamsanio do apareino
reprodutor, procriaglo e fatores que 3fetam 3 53002 reprodutva de humands, 2ndo que
Ness3s pesquis3s §er30 consiceratos “paricipantes 03 pesquisa” todos os Gue forem
aretadsos pebs proc2imentos o2las):

HUMana que N30 NECassita de analse &Kca por parte da CONER):

Vers3o: 1
CAAE: £1832017.3.0000.5502

Instituic30 Proponsnts: Unversidadse 0o Sagrasd Comngso - Bauru - SP
Patrocinador Principal: FInanciamentd Progeio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 1.835.£05

Apresentag3o 0o Projeto:

Fpresanta documentacio sUNCEs Para 3 analse a3 proposta em tamos &5008

Objetivo da Peaquisa:

Redacionar 0s haditos 62 vida da popuagdo masculing, o aumento 62 regidas heterocromaticas no
CIOMESSomO 9 @ 08 P2ITis 02 eXressdo Q2nica 02 IGUNS QENes relaciNIIos com O2terminaglo sexudl,
tanto d3s regdes heterocromalcas como N30 heterocromaticas, 00 Cromossomo § em Individucs que
apcesentam ou N30 ASIUILIOs Na produgdo esparmalica dana

Avallag30 008 R1scos @ Benencloa:

05 ri5c0s estdo relatados claramentsa € N30 530 superores 30s benaficios. Este, por s2u 1300, podem awciiar
NO MENOF ENENIIMEN) €A e EM SKUCO COM CONTIDU G0 pernante @ valldsa.

Enderego.  MiRetria 0o Pesgine ¢ Poe-Cradieto

Babrroc  Rum lomB Arrircde N® 10-50 CEP. 17011.%0
. £p Muncipio. BALRU
Tebefone (1421077051 Emall. comiedeetosdahumnarond® ac by

Pagre it oe T3

43



UNIVERSIDADE DO SAGRADO ,

CORACAO

Cortnaaic 83 Pawcer 1 22 502

Comentarios @ Consiceragdes sobre 3 Pesquisa:
€5200 COM CONSTLG30 3JEQUICO € COSrante, AN que 0 teXto apresentado N30 contampie 3 Integraldace

G

@3 proposta No Gu2 se refare 3 matodoiogla
Consideragtas s0bre 08 TerMos 09 apresentac3o obrigatona:
Texto bem Consuido.
Recomendagdas:
Sam recomencagdas.
Conciusdss ou Pendencias e Lista de Inadequagdes:
A Proposta pode sef 3prvada.
Consideragdes Finals a critério do CEP:
Este parscer fol slaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:
Tipo Documento Arquio Postagem Auor SIS0
Y 35| FO_| S_CACICAS_DO_FP | TowZ2uir A0
80 Proisid ROJETO 858433 0 17.03:24
Curos FRPreencnida pd 15022017 |RITALUIZA Ace0
16:21:28 | PERUQUETTI
Foiha g2 Rosto FRASSINAAA.pa’ 16022017 |RITALUIZA AR
e 162002 |9=RUQUETT]
TCLE/ Temos 02 | Amorm2017Anexai.doc 180272017 |RITALUIZA Acet0
Assentimento / 145327 | PERUQUETTI
Justficitiva o2
Ausancia
[Cronogama | AMOrmZ0 1 7 Cronogr ama. gocx 1otz 2017 |]TALURZA AET0
185812 | PERUQUETT
PrOjeto Delanaco! | Amorm2017.par 16022017 |RITALUIZA AR
Brochura 14:57:23 | PERUQUETN
st aor
SIfUaG30 00 Parecsr:
AZCOVad0
Necesslta Apreciag30 da CONEP:
)

. MARetoie de Pesgise o P Crediogbo

Enderecu:

Batrror Rom lom Arminda N 10-50
Munciplo.  BALRY

(1421070051

U &
Tebefone:

CEP. 1701130

Eanald. comiedectosdumeronllec ty

Pagre tice 23
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