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RESUMO

A investigacdo dos determinantes genéticos da fertilidade masculina nos ultimos anos tem-se
concentrado principalmente na analise do genoma humano por microarray e, mais recentemente, na
sequenciacdo do exoma por sequenciagdo de nova geragdo (NGS). Apesar dos esforcos realizados, ndo
tém sido detetadas alteracdes gendmicas especificas nem alteragdes pontuais patogénicas, com elevada
frequéncia, associadas a patologia em causa. Recentemente foi identificado o gene TEX11 localizado
em Xq13.1, no &mbito do qual um ndmero reduzido de estudos demonstra a sua importancia para a
fecundidade/gametogénese masculina. Esses estudos moleculares, realizados em amostras de homens
inférteis, selecionados de acordo com pardmetros espermaticos, identificaram alteragdes com
frequéncias que variam entre de 1 a 15%. Complementarmente, foi também demonstrado que certas
alteracBes estdo associadas a paragem da meiose no estagio de paquiteno, ndo tendo sido observados
espermatidios redondos ou espermatozoides maduros nos tubulos seminiferos. A proteina TEX11
intervém na formacdo do complexo sinaptonémico e no estabelecimento dos pontos de guiasma no
crossing-over cromossdmico durante a meiose.

Dado o conhecimento atual e a importancia/funcéo do gene em questao e porque ndo ha estudos
na populagéo portuguesa sobre este gene, este projeto visou analisar a nivel molecular o gene TEX11
em homens azoospérmicos e avaliar as suas consequéncias para a fertilidade masculina. Para este fim,
a estratégia de analise molecular compreendeu: i) otimizacdo da PCR simples para os 29 exdes do gene
em questdo; ii) otimizacdo de PCR multiplas para os diversos exfes do TEX11 visando a pesquisa de
delecdes; iii) pesquisa de alteracGes moleculares no gene em causa por sequenciacdo de nova geragéo
(usando os produtos das PCR mdltiplas), visando a identificacdo de alteragdes moleculares que possam
afetar a fungcdo do gene/proteina; iv) avaliacdo das consequéncias funcionais de alteracdes detetadas
através de andlise in silico; v) estabelecimento de correlagdes genétipo/fenotipo; vi) pesquisa das
alteracbes potencialmente patogénicas em homens férteis, detetadas no ambito ponto iii); vii)
confirmacdo destas alteracdes através da PCR simples e posterior sequenciacao de Sanger.

Através desta abordagem foi possivel analisar 80 homens azoospérmicos, tendo sido também
incluidas trés amostras controlo, dois homens normozoospérmicos e uma mulher. Detetaram-se 27
alteracdes em sequéncias flanqueadoras dos exdes ou nos prdprios exdes, as quais, apos analise in silico
e avaliacdo da sua frequéncia em bases de dados e publicacdes cientificas (HGMD; 1000 Genomes),
culminaram com a selecéo de 5 alteragcBes presumivelmente patogénicas/provavelmente patogénicas
devido a poderem afetar o processamento (splicing) do respetivo mMRNA. Embora trés destas alteragdes
possam perturbar o splicing, dada a sua frequéncia na populacao é possivel que ndo estejam associadas
a consequéncias funcionais graves correspondendo a polimorfismos. Obteve-se assim, uma taxa de
detecdo de alteragcGes com potencial patogénico de 2,5% (2/80), sendo ambas altera¢fes sindnimas:
€.924C>T (p.Gly314=) e c.450C>T (p.Alal50=), que ocorrem com baixa frequéncia (<1%) na
populagdo. Futuramente, a realizagdo de estudos complementares poderd comprovar a patogenicidade
destas altera¢cdes, nomeadamente, estudos in vitro ou em modelos animais, a analise da segregacdo das
mesmas em familias com homens inférteis, estudos de imunohistoquimica em bidpsias testiculares, a
andlise de uma amostra significativa de homens férteis (normozoospérmicos) e de um maior nimero de
homens azoospérmicos.

Palavras-chave: Infertilidade masculina, azoospermia, cromossoma X, TEX11
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ABSTRACT

Research on the genetic determinants of male fertility in recent years has focused mainly on the
analysis of the human genome by microarray and, more recently, on the sequencing of the exoma by
Next Generation Sequencing (NGS). Despite the efforts made, no specific genomic alterations or
pathogenic alterations have been detected with high frequency, associated with the pathology in
question. Recently the TEX11 gene located in Xq13.1 has been identified, in which a small number of
studies demonstrated its importance for male gametogenesis/fecundity. These molecular studies,
performed on samples of infertile men, selected according to sperm parameters, identified alterations
with frequencies ranging from 1 to 15%. In addition, it has also been shown that certain alterations are
associated with the arrest of meiosis in the pachytene stage, with no round spermatozoa or mature
spermatozoa being observed in the seminiferous tubules. The TEX11 protein intervenes in the formation
of the synaptonemal complex and in the establishment of the chiasma points in the chromosomal
crossing-over during meiosis.

Given the current knowledge and importance/function of the gene in question and because there
are no studies in the Portuguese population about this gene, this project aimed to analyse, at the
molecular level the TEX11 gene in azoospermic men and evaluate its implications for male fertility. To
reach this goal, the molecular strategy comprised: i) establishment of the PCR conditions for the 29
exons of this gene; ii) optimization of multiplex-PCRs for the TEX11 exons to search for deletions; iii)
search for molecular alterations in this gene by next generation sequencing (using the multiplex PCR
products), aiming to identify molecular alterations that may affect the gene/protein function; iv)
assessment of the functional consequences of the alterations by in silico analysis; v) establishment of
genotype/phenotype correlations; vi) search of the potential pathogenic alterations in fertile men
detected on point iii); vii) confirmation of these alterations using PCR followed by Sanger sequencing.

Through this approach it was possible to analyse 80 azoospermic men and 3 controls, two
normozoospermic men and one woman. We detected 27 alterations/variants in introns or in exons t,
which, after in silico analysis and evaluation of their frequency in scientific databases and publications
(HGMD; 1000 genomes), culminated in the selection of 5 alterations that could be pathogenic/probably
pathogenic affecting most probably the splicing. Although three of these changes may disrupt splicing,
given their frequency in the population it is possible that they are not associated with severe functional
consequences and most probably are polymorphisms. A rate of most probably pathogenic variants of
2,5% (2/80) was detected, both mutations being synonymous: ¢.924C>T (p.gly314=) and ¢.450C>T
(p.Alal50=), occurring with low frequency (<1%) in the population. In the future, additional studies
may prove the pathogenicity of these alterations, namely, in vitro or animal studies, segregation analysis
in families with infertile men, immunohistochemical studies of testicular biopsies, analysis of a large
number of fertile men (normozoospermic) and azoospermic men.

Keywords: Male Infertility, Azoospermia, X chromosome, TEX11
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1. Meiose e Espermatogénese

A formagdo de 6vulos e de espermatozoides inicia-se de forma semelhante, com as respetivas
células germinativas a progredirem para meiose (Alberts et al., 2002), a gametogénese requer, portanto,
em Ultima instancia, que as células germinais diploides sofram este processo de redugdo genémica por
forma a originar gametas funcionais (Griswold, 2016 e Lenormand, Engelsta, Johnston, Wijnker, &
Haag, 2016).

O conjunto de cromossomas de um organismo que realiza reproducdo sexuada consiste em
autossomas, que sdo comuns a todos 0s membros da espécie e em cromossomas sexuais, que Sao
distribuidos de forma diferente de acordo com o sexo do individuo. Um ntcleo diploide contém duas
versdes muito parecidas de cada cromossoma. Para cada um dos pares de cromossomas autossdmicos,
um cromossoma foi inicialmente herdado do progenitor masculino (cromossoma paterno) e o outro
inicialmente foi herdado do progenitor feminino (cromossoma materno). Estes cromossomas s&o muito
semelhantes, mas ndo idénticos na sequéncia de DNA, sdo chamadas de homdélogos e, ha maioria das
células, mantém uma existéncia completamente separada como cromossomas independentes (Alberts et
al., 2002).

Depois de um cromossoma ser duplicado pela replicacdo do DNA, as cOpias gémeas do
cromossoma permanecem, em primeiro lugar, ligadas ao longo do seu comprimento e sdo chamadas de
cromatideos irmdos. Numa divisdo celular mitética, os cromatideos irmdos alinham-se no equador do
fuso acromatico com 0s seus cinetocoros (complexos de proteinas associados aos centrémeros) e
microtubulos a apontar para polos opostos. Os cromatideos irmaos separam-se completamente uns dos
outros na anafase para se tornarem cromossomas individuais. Desta forma, cada célula filha formada
por uma divisao celular mit6tica herda uma cdpia de cada cromossoma paterno e uma copia de cada
cromossoma materno e, portanto, ndo é alterada na sua composicao genética a partir da célula original
(Alberts et al., 2002).

Pelo contrario, um gameta haploide produzido a partir de uma célula diploide através da meiose
deve conter metade do nimero original de cromossomas. Deve conter apenas um cromossoma em vez
de cada par de cromossomas homaologos, por isso é dotado da cOpia materna ou paterna de cada gene,
mas ndo de ambos. O mecanismo que evoluiu para realizar esta funcéo adicional exige que os homdlogos
se reconhegcam e se tornem fisicamente ligados lado a lado ao longo de todo o seu comprimento antes
de se alinharem no fuso acromatico (Alberts et al., 2002). O emparelhamento dos homologos ocorre
mediante a formac&o de inimeras quebras na dupla cadeia de DNA (O’Connor, 2008 e Lenormand et
al., 2016).

Antes deste acontecimento, cada cromossoma na célula diploide replica-se para produzir dois
cromatideos irm&os, como numa divis&o celular mitética. E somente ap6s a conclusio da replicacio do
DNA que as caracteristicas especiais da meiose se tornam evidentes. Cada par de cromossomas
emparelha com o seu homdlogo duplicado, formando uma estrutura chamada bivalente, que contém
quatro cromatideos (O’Connor, 2008). O emparelhamento ocorre durante uma longa profase meidtica
(os estadios desta fase encontram-se descritos abaixo), que muitas vezes dura varios dias e até pode
durar anos. O emparelhamento permite que a recombinag&o genética ocorra, pelo que um fragmento do
cromatideo materno pode ser trocado por um fragmento correspondente do cromatideo paterno
homologo. Na metafase subsequente, todos os bivalentes se alinham no fuso e, na anafase, os dois
homdlogos duplicados (cada um constituido por dois cromatideos irmaos) separam-se um do outro,
deslocam-se para polos opostos do fuso e a célula divide-se. Para produzir gametas haploides, no



entanto, é necessaria outra divisdo celular (Alberts et al., 2002, O’Connor, 2008 e Lenormand et al.,
2016).

A divisao celular meidtica que descrita acima é referida como divisdo | da meiose e ndo produz
células com uma quantidade haploide de DNA. Como os cromatideos irmaos se comportam como uma
unidade, cada célula filha desta divisdo herda duas cdpias de um dos dois homologos. As duas copias
sdo idénticas, exceto onde a recombinacdo genética ocorreu. As duas células filhas, portanto, contém
um namero haploide de cromossomas, mas uma quantidade diploide de DNA. Estes diferem das células
diploides normais de duas maneiras. Primeiro, as duas copias de DNA de cada cromossoma derivam de
apenas um dos dois cromossomas homélogos da célula original (exceto para os fragmentos trocados por
recombinagdo genética). Em segundo lugar, essas duas copias de DNA séo herdadas como cromatideos
irmaos juntos (Alberts et al., 2002).

A formacdo dos nucleos haploides finais de cada gameta prossegue através de uma segunda
divisdo celular, a divisao Il da meiose, sem replicacdo adicional do DNA. Os cromossomas duplicados
alinham-se num segundo fuso, e os cromatideos irmdos separam-se para produzir células com um
contetido haploide de DNA. A meiose consiste, portanto, numa Unica fase de replicacdo de DNA seguida
de duas divisdes celulares. Sdo assim produzidas quatro células haploides a partir de cada célula que
entra em meiose (O’Connor, 2008).

Uma série de eventos complexos ocorre durante a longa profase da divisdo meidtica I: os
cromossomas homdlogos duplicados emparelham, a recombinacdo genética é iniciada entre 0s
cromatideos ndo-irmdos e cada par de homdlogos duplicados retne-se numa estrutura elaborada,
altamente conservada, chamada complexo sinaptonémico (SC) (Hillers, Jantsch, Martinez-perez, &
Yanowitz, 2005). Em todos os organismos, o processo de recombinagdo é completado enquanto o DNA
é mantido no complexo sinaptonémico, o que serve para espacar 0s eventos de cruzamento ao longo de
cada cromossoma (Alberts et al., 2002).

A profase da divisdo meidtica | é tradicionalmente dividida em cinco estadios sequenciais -
leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno e diacinese (ver figura 1.1.) - definidos pelas mudangas
morfol6gicas associadas a montagem (sinapse) e desmontagem (desinapse) do complexo sinaptonémico
(Lenormand et al., 2016). A profase comeca com o leptoteno, quando os homélogos emparelhados
duplicados se condensam. No zigoteno, o complexo sinaptonémico comeca a desenvolver-se entre 0s
dois conjuntos de cromatideos irmaos em cada bivalente. O paquiteno comega quando a sinapse esta
completa, e geralmente persiste por dias, até que a desinapse comece no estadio de diploteno, no qual
0s pontos de quiasma sao vistos pela primeira vez (Alberts et al., 2002).

Os acontecimentos de crossover ocorrem durante a profase I, e embora possam ter lugar quase
em qualquer ponto ao longo de um cromossoma, ndo sdo distribuidos uniformemente. Ha hot spots de
recombinacdo, onde as quebras na dupla cadeia de DNA parecem ser preferencialmente induzidas. Além
disso, ha indicios de que a ocorréncia de um evento de crossover diminui a probabilidade de um segundo
evento ocorrer num local proximo deste. Esta "interferéncia” parece garantir que o nimero limitado de
crossovers esteja distribuido, de modo a que mesmo 0s cromossomas pequenos recebam pelo menos um
crossover, ocorréncia exigida para que os homdélogos segreguem normalmente. Embora a base
molecular da interferéncia seja desconhecida, pensa-se que o complexo sinaptonémico medeie esse
processo (Alberts et al., 2002).

A profase I pode ocupar 90% ou mais do tempo da meiose (O’Connor, 2008). Embora seja
tradicionalmente chamada de profase, esta assemelha-se realmente a fase G2 de uma divisdo celular
mitética (Lenormand et al., 2016). O envelope nuclear permanece intacto e desaparece apenas quando
o fuso meidtico comeca a formar-se, pois a profase | cede lugar & metafase | e consequentemente a
anafase | e telofase I (ver figura 1.1.) (Alberts et al., 2002 e Lenormand et al., 2016).



Profase I A ——————————————— |

~
Leptoteno Zigoteno Paquiteno Diploteno Diacinese

Inicio da condensacio Emparelhamento Sinapse completa SC desaparece Envelope nuclear
dos homoélogos comeca Ocorréncia do Pontos de desaparece
Formacio das quebras Complexo crossingover quiasma visiveis Bivalentes passam
de dupla cadeia (DSB) Sinaptonémico a metafase

(SC) comeca a

formar-se

Figura 1.1. — Esquema dos diferentes passos da meiose. O painel superior ilustra as diferentes fases de uma tipica meiose
para cada uma das duas divisdes meidticas: profase (P, com profase precoce e tardia distintas), metafase (M), anafase (A) e
telofase (T). A membrana nuclear € indicada pelo contorno verde (tracejado quando comeca a fragmentar-se). Os pequenos
circulos pretos representam centros organizadores de microtibulos e as linhas pretas representam microtibulos do fuso
acromatico. Os cromossomas homologos sdo representados com a mesma cor com tonalidades ligeiramente diferentes (por
exemplo laranja e laranja claro). Os homoélogos emparelham-se e segregam na meiose |, e 0s cromatideos irméos segregam na
meiose Il. O momento da paragem meidtica primaria € indicado por uma estrela vermelha, enquanto 0 momento das paragens
secundarias mais comuns em diferentes organismos é indicado por estrelas verdes. O painel inferior indica os passos
importantes (formacéo de quebras na dupla cadeia de DNA, crossingovers) que ocorrem durante a profase I. O complexo
sinaptonémico esta representado a amarelo. A cromatina condensa nos cromossomas ao longo da profase | (apenas um par de
homologos é ilustrado). Adaptado de Lenormand et al., 2016.

A gametogénese nos mamiferos requer que as células germinais diploides passem pela meiose
para serem obtidos gametas funcionais, como referido anteriormente. Nos homens, a meiose ndo se
inicia até a puberdade e o seu papel é o de formar milhdes de gametas necessarios para a fertilidade
masculina (Griswold, 2016). A fertilidade masculina depende, portanto, da producdo diaria e continua
de milhdes de espermatozoides atraves da espermatogénese (Schlatt & Ehmcke, 2014).

A espermatogénese € entdo um processo fisioldgico no qual as espermatogdnias (diploides, 2n)
se transformam em espermatozoides (haploides, n) através de divisbes mitéticas, meidticas e
espermiogénese, de modo a que um espermatozoide possa fertilizar um évulo para gerar prole, que é
essencial para a perpetuacdo da espécie (Xiao, Mruk, Wong, & Yan Cheng, 2014).



Este processo ocorre no epitélio do tibulo seminifero, a unidade funcional do testiculo. O
epitélio seminifero é dividido fisicamente pela barreira hemato-testicular (BTB) em dois
compartimentos, os compartimentos basal e adluminal (apical) (Xiao et al., 2014).

Os tubulos seminiferos séo constituidos por trés tipos principais de células: as células mioides
peritubulares (PTM), as células de Sertoli e as células germinais. As células PTM circundam a parede
exterior do tabulo e contraem-se de modo a impulsionar os espermatozoides através do tabulo. As
células de Sertoli transmitem sinais externos e fornecem fatores necessarios para a proliferacdo e
diferenciacdo das células germinativas. As células PTM cooperam com as células de Sertoli para
produzir a membrana basal do tdbulo seminifero e fornecem o nicho para as células tronco (SSCs) que
produzem as células germinativas que se desenvolverdo em espermatozoides. O citoplasma das células
de Sertoli estende-se da membrana basal até o Iimen do tdbulo que envolve as células germinativas em
desenvolvimento. As células de Leydig estdo presentes no espago intersticial entre os tubulos e
produzem testosterona, que se difunde nos tubulos seminiferos, bem como nos vasos sanguineos no
espaco intersticial (Smith & Walker, 2014).

A divisao das SSCs ao longo da membrana basal do tibulo seminifero inicia a espermatogénese.
A proliferacdo das SSCs pode resultar na producéo de duas novas células-tronco para manter a pool de
células-tronco ou em espermatogonias indiferenciadas que estdo destinadas a transformar-se em
espermatozoides. As espermatogénias indiferenciadas sofrem uma série de divisGes mitdticas com
citocinese incompleta para formar cadeias de espermatogénias. Uma vez que as cadeias atingem um
comprimento de 16 ou 32 células, sofrem diferenciacdo em massa para se tornarem espermatogénias
diferenciadas que estdo destinadas a tornarem-se espermatozéides. As espermatogénias diferenciadas
passam por uma série de divisGes, de tipo A1 a A4, passando por espermatogonias intermediarias e
posteriormente a tipo B, com uma mitose final resultando na producgéo de espermatdcitos pré-leptoteno
(ou espermatdcitos primarios) que iniciam o processo de meiose (figura 1.2). Na conclusdo da meiose,
sdo produzidos espermatidios arredondados haploides que passam por diferenciacdo a espermatidios
alongados e, finalmente, a espermatozoides (Smith & Walker, 2014, Xiao et al., 2014 e Stukenborg et
al., 2014).

A espermatogénese é suportada por células de Sertoli somaticas que envolvem e nutrem as
células germinativas em desenvolvimento. As células de Sertoli contribuem para o nicho necessario que
mantém a renovacao das células-tronco, como acima referido, de modo a que o desenvolvimento de
células germinativas possa ser continuo. As células de Sertoli também fornecem fatores de crescimento
e nutrientes para o desenvolvimento de células germinativas. Durante o estadio inicial de pré-leptoteno,
0s espermatdcitos atravessam a BTB, movendo-se do compartimento basal para o compartimento
adluminal. Uma vez atravessada a BTB, as células germinativas continuam a transformar-se em
espermatozoides num microambiente definido e protegido (Smith & Walker, 2014).
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Figura 1.2. - Formagao de células germinais masculinas. 1-Espermatécito pré-leptoteno; 2-Espermatdcito em Zigoteno; 3-
Espermatocito em Paquiteno; 4-Espermatocito em Diploteno; 5-Espermatécitos Secundérios; 6-Espermatidios; 7-
Espermatozoides. Adaptado de Xiao et al., 2014.

1.1. Controlo endécrino da espermatogénese

O controlo enddcrino da espermatogénese € orientado pela atividade neuroenddcrina ao longo
do eixo hipotdlamo-hipofise-testiculo. Nos homens podem ser distinguidas 3 fases, com duragdo de
meses a anos, de atividade pds-natal ao longo deste eixo antes da idade adulta. A primeira delas é a fase
neonatal-infantil, que exibe atividade semelhante a fase adulta ao longo do eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo, mas, com auséncia de atividade espermatogénica. A segunda é a fase infantil-juvenil quando
o0 eixo hipotalamo-hipofise-testiculo é quiescente. Na fase final, a atividade do eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo é reiniciada, acompanhada do inicio da espermatogénese na puberdade, levando a
fungdes testiculares normais em adulto (Stukenborg et al., 2014).

O principal sinal hipotaldmico para a hipdfise € a hormona libertadora de gonadotrofinas
(GnRH) que é secretada caracteristicamente de maneira robusta pulsatil e atua via recetor GnRH
transmembranar. Por sua vez, os dois principais sinais enddcrinos para os testiculos, originarios das
gonadotrofinas hipofisarias que possuem recetores GnRH, sdo as hormonas foliculo-estimulante (FSH)
e luteinizante (LH) (Stukenborg et al., 2014).

As gonadotrofinas sdo secretadas de forma pulsatil em resposta a GnRH. Em geral, a libertacdo
pulsétil da LH € robusta e semelhante a da GnRH, enquanto a libertacéo pulsatil da FSH é bastante lenta.



Ao nivel do testiculo, as duas gonadotrofinas, FSH e LH, medeiam as suas agdes via recetores
transmembranares especificos, FSH-R e LH-R, respetivamente. O FSH-R é expresso nas células de
Sertoli dentro dos tdbulos seminiferos, ao passo que 0 LH-R ¢é expresso nas células de Leydig. Tanto a
FSH (diretamente) como a LH (indiretamente via recetor de androgénios [AR]) exercem as suas a¢0es
na espermatogénese, principalmente através da regulacdo de fatores celulares (Stukenborg et al., 2014).

Em resposta as gonadotrofinas, sdo produzidos dois principais sinais endocrinos a partir dos
testiculos. Estes sdo a hormona esteroide testosterona, produzida pelas células de Leydig em resposta a
acdo da LH, secretada também de forma pulséatil, e a hormona nao esteréide inibina, produzida pelas
células de Sertoli em resposta a sinalizacdo da FSH e € secretada de forma nédo pulsatil (Stukenborg et
al., 2014).

Importa ainda mencionar que a testosterona € o principal androgénio no testiculo que regula a
espermatogénese. A testosterona atua como fator parécrino que se difunde nos tubulos seminiferos. Os
efeitos dos androgénios sdo mediados pela AR, que é uma proteina localizada no nicleo e no citoplasma.
N&o existem recetores funcionais para os androgénios em células germinativas. Em vez disso, a
testosterona difunde-se nas células de Sertoli e liga-se & AR presente no citoplasma e ndcleo para iniciar
as respostas funcionais necessarias para a realizacdo da espermatogénese. A testosterona desempenha
ainda um papel importante em determinados processos criticos da espermatogénese nomeadamente na
manutencdo da BTB, no suporte a conclusao da meiose, na adesdo dos espermatidios as células de Sertoli
e posterior elongacdo dos mesmos assim como também na libertacdo dos espermatozoides (Smith &
Walker, 2014).

Juntas, estas hormonas gonadais sdo os principais sinais de feedback que mantém a operagao
fisiologica do eixo hipotaldamico-hipofisario. O papel das gonadotrofinas durante a puberdade é
principalmente estabelecer a populacdo de células de Sertoli, de Leydig e germinativas e as suas
respetivas fungbes que levardo & espermatogénese e a producdo de espermatozoides normais
(Stukenborg et al., 2014).

Note-se, por ultimo, que dada a complexidade das interacGes ao longo do eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo que envolve os processos de iniciagdo e manutencdo da espermatogénese normal estes
estdo propensos a deficiéncias, devido a efeitos toxicos, ndo apenas diretamente no nivel do testiculo,
mas numa infinidade de outros pontos indiretos ao longo do eixo hipotalamo-hipd6fise-testiculo
(Stukenborg et al., 2014).

2. Infertilidade Masculina e Principais Causas

A infertilidade face & impossibilidade em procriar e a insatisfacdo pessoal dessa necessidade,
tem implicacBes psicoldgicas, econdmicas e médicas que podem resultar em trauma e stress,
particularmente numa configuragdo social como a nossa (Kumar & Singh, 2015). Definida como a
incapacidade de conceber ap6s um periodo de 12 meses de relagfes sexuais desprotegidas, é um
problema de saude reprodutiva em todo o mundo, que afeta igualmente homens e mulheres (Yang et al.,
2015).

Néo existem dados fidveis para a prevaléncia global de infertilidade, mas as estimativas a nivel
global, sugerem que quase 72,4 milhGes de casais tém problemas de fertilidade. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que 8 a 12% dos casais em todo o mundo sofram
atualmente de infertilidade, contudo estas frequéncias variam em diferentes regides do globo. Nas
Gltimas décadas, a infertilidade afetou um ndmero cada vez maior de casais. De acordo com Kumar &
Singh, 2015 ), em valor absoluto a perturbagdo da fecundidade aumentou em cerca de 2,7 milhdes em
mulheres, passando de 4,56 milhdes em 1982 para 7,26 milhGes em 2002 e caiu ligeiramente para 6,71
milhdes em 2006-2010. A taxa de fertilidade em homens com menos de 30 anos diminuiu cerca de 15%
em todo 0 mundo no mesmo periodo (Kumar & Singh, 2015).



A infertilidade masculina refere-se a incapacidade de um homem engravidar uma mulher fértil.
O fator masculino relativo a gametogénese corresponde a uma alteracdo na concentracdo de
espermatozoides e/ou motilidade e/ou morfologia em pelo menos uma amostra de dois espermogramas,
colhidas com 4 semanas de intervalo. A infertilidade masculina é geralmente devida a deficiéncias nos
espermatozoides e a qualidade destes é usada como medida de fecundidade masculina. Os homens com
pardmetros espermaticos abaixo dos valores normais definidos pela OMS sdo considerados inférteis, 0s
pardmetros mais significativos sdo a baixa concentracdo de espermatozoides (abaixo de 12.000.000 a
16.000.000 espermatozoides/mL - oligozoospermia), a mobilidade alterada (mobilidade abaixo de 31 a
34% - astenozoospermia) e a morfologia anormal (espermatozoides morfologicamente normais abaixo
de 3 a 4% - teratozoospermia) (WHO, 2010 e Kumar & Singh, 2015).

Assim, a analise do sémen (espermograma) continua a ser a analise mais Util e fundamental com
uma sensibilidade de 89,6%, sendo capaz de detetar 9 em 10 homens com infertilidade. E um teste
simples que avalia a formacdo e a maturacdo dos espermatozoides, bem como a forma como estes
interagem no liquido seminal. Também fornece informag&o ndo so6 sobre a producdo de espermatozoides
(contagem), como também sobre a qualidade (motilidade, morfologia) (Kumar & Singh, 2015).

As causas subjacentes a infertilidade masculina sdo multiplas, incluindo fatores fisiolégicos,
ambientais, sociais e genéticos; estudos em varios organismos modelo identificaram multiplas vias
moleculares e genéticas que regulam a fertilidade. Em particular, os modelos de ratos identificaram mais
de 400 genes especificamente ou preferencialmente envolvidos na regulacdo da fertilidade, facilitando
estudos genéticos de infertilidade em seres humanos. No homem, a infertilidade estd mais definida em
casos de azoospermia ou de oligozoospermia grave (Yang et al., 2015).

A azoospermia define-se como a auséncia de espermatozoides no ejaculado. Se ndo forem
observados espermatozoides, a OMS recomenda a analise da amostra centrifugada. Se ndo forem
observados espermatozoides na amostra centrifugada, a analise do sémen deve ser repetida (WHO,
2010). A forma mais grave de azoospermia € a sindrome de Sertoli-cell-only (SCOS), que é definida
como auséncia total de células germinativas nos tdbulos seminiferos. A azoospermia com paragem
meidtica é uma forma considerada menos grave dado que ocorre paragem na formagdo das células
germinativas no estadio de espermatdcito. A atrofia testicular mista é ainda uma forma suave de
azoospermia com um grau variavel de células germinais e espermatozoides detetados nos tdbulos
seminiferos (Yatsenko et al., 2015).

As causas genéticas mais conhecidas da azoospermia ndo obstrutiva em humanos incluem
alteracdes cromossomicas, como a sindrome de Klinefelter (SK) (47, XXY) e dele¢des no braco longo
do cromossoma Y; estas causas representam ~25% da faléncia espermatogénica. Portanto, a maioria
(~75%) dos casos de faléncia espermatogénica em humanos é idiopatica e as causas subjacentes sdo
postuladas como genéticas. No entanto, até a data, os esforcos para descobrir alteracdes pontuais
frequentes em genes Unicos que contribuem para a faléncia espermatogénica humana tém sido em grande
parte infrutiferos (Yang et al., 2015).

Dois grandes obstaculos dificultam a analise de genética molecular da infertilidade masculina
humana. Tradicionalmente, muitas alteracbes monogénicas causadoras de doencas foram identificadas
através de analises de linkage baseadas em arvores genealdgicas, demonstrando que uma mutacao co-
segrega com uma doenca em familias com diversos elementos afetados em varias geracdes e, portanto,
podera ser considerada causadora dessa doenca. Esta abordagem convencional ndo € aplicivel ao estudo
da infertilidade masculina humana, porque os homens inférteis, em geral, ndo possuem descendentes
bioldgicos; portanto, é dificil determinar se uma dada mutacdo constitui a causa da infertilidade. O
segundo obstaculo sdo as considerac@es clinicas e éticas que limitam a disponibilidade de material
biol6gico, nomeadamente a obtencdo de bidpsias testiculares de doentes para investigacdo e
subsequentes validacdes (Yang et al., 2015).



2.1 Principais causas da Infertilidade Masculina

Como referido acima, a infertilidade masculina é uma condi¢cdo multifatorial, ou seja, pode ser
causada por variados fatores, sejam eles de origem genética ou ambiental. Como tal, sdo de seguida
descritas algumas das causas mais comuns, existindo evidentemente muitas outras, que podem originar
infertilidade nos homens; estas serdo divididas em trés grupos distintos: pré-testiculares, testiculares e
pos-testiculares.

2.1.1 Causas pré-testiculares

A funcéo normal do sistema regulatério hormonal do eixo hipotalamo-hipofise é crucial ndo sé
para a diferenciacéo e maturacdo dos 6rgdos reprodutores e respetivas funcdes em ambos 0s sexos, como
também para a manutencao da producdo de hormonas e para a gametogénese na vida adulta. Apds a
descoberta das estruturas e fungdes das hormonas reprodutivas e dos seus recetores, as alteracdes dos
respetivos genes foram rapidamente tidas como responséveis por uma variedade de distirbios da fungéo
reprodutiva o hipogonadismo hipogonadotrofico hereditario, constitui um exemplo de uma doenga
genética que afeta a fungdo do eixo hipotadlamo-hipofise que contribui para a infertilidade masculina
(Huhtaniemi & Alevizaki, 2007).

2.1.1.1 Hipogonadismo Hipogonadotrofico

O hipogonadismo hipogonadotrépico isolado (IHH) (OMIM #147950), é caracterizado pelo
desenvolvimento sexual tardio ou ausente associado a niveis inadequados de gonadotrofinas, isto é, LH
e FSH (Balasubramanian & Crowley, 2017) e esteroides sexuais, que pode estar relacionado com a
auséncia de anomalias anatémicas significativas ou funcionais no eixo hipotdlamo-hipofise. Uma das
principais causas subjacente ao IHH é a incapacidade de ativar a secre¢cdo pulsatil da hormona
libertadora de GnRH durante a puberdade, uma etapa do desenvolvimento caracterizada, como visto
acima, por um aumento substancial na frequéncia e amplitude de pulsos biossintese dessa hormona
(Bianco & Kaiser, 2010).

Até a data, os maiores conhecimentos sobre os mecanismos moleculares que regulam a ativagdo
da GnRH foram fornecidos pela identificagdo e estudo de anomalias genéticas em doentes com
disturbios na puberdade ou com infertilidade. Outros fendtipos anormais que sdo comumente associados
e segregados com o hipogonadismo em familias afetadas também ajudaram a identificar as alteracdes
moleculares subjacentes. Um fenétipo relativamente frequente, é a anosmia ou auséncia de olfato, a
incapacidade de detetar odores, 0 que é explicado pela origem embrionaria dos neurénios olfativos. O
desenvolvimento primario dos neurdnios produtores de GnRH é incomum na medida em que estes se
originam fora do cérebro. Semelhante ao desenvolvimento das fibras olfativas, os neurénios GnRH séo
formados no epitélio olfativo primario, do qual migram através da via olfativa que ajuda a guia-los até
ao seu destino final no hipotdlamo (Bianco & Kaiser, 2010).

A auséncia de secrecdo de GnRH subjacente a auséncia de migracdo dos neurdnios olfativos, é
a causa da sindrome de Kallmann (KS), que ocorre em cerca de 60% dos casos de IHH (IHH associada
a anosmia). Consequentemente, as alteracGes genéticas associadas a sindrome de Kallmann codificam
proteinas que regulam a migracdo neuronal olfativa e consequentemente a producdo de GnRH. Outras
anomalias neuroldgicas e somaticas, como a ataxia cerebelar, surdez neurossensorial, atraso mental,
agenesia renal unilateral e fissura palatina, podem ocorrer associadas ao fen6tipo da sindrome de
Kallmann, o que sugere uma origem genética comum. Os mecanismos genéticos subjacentes aos
restantes 40% dos casos de IHH em doentes com olfato normal (nIHH) séo diversos e podem envolver



genes que regulam o desenvolvimento e/ou secrecdo e a acdo da GnRH (Bianco & Kaiser, 2010 e
Balasubramanian & Crowley, 2017).

O padrdo de distribuicdo da doenca com outros fenétipos associados sugere que podem ocorrer
alteracfes em mais de um gene e/ou que fatores modificadores associados ao género sexual podem
contribuir para o fendtipo. A evidéncia para a contribuicdo de fatores associados ao sexo na IHH é
reforcada pela predominancia masculina de 5:1 da doenca. Além disso, os doentes do sexo masculino
frequentemente apresentam um fendtipo mais grave do que as mulheres afetadas numa determinada
familia (Bianco & Kaiser, 2010).

Os genes cujas alteragGes sdo mais comummente associadas a sindrome de Kallmann e ao IHH
normoosmico estdo identificadas na tabela 1.1. Existem, no entanto, um conjunto de genes que estando
associados a estas patologias, mas que sa0 menos comuns e, apesar dos recentes avangos, as causas
genéticas da maioria dos casos de IHH permanecem desconhecidas (Balasubramanian & Crowley,
2017).

Tabela 1.1. — Resumo dos genes testados para o hipogonadismo hipogonadotrofico isolado: causas genéticas mais
comuns (Balasubramanian & Crowley, 2017).

Gene % Atribuida a Variantes Patogénicas neste Gene! Fendtipo ao Nivel Reprodutor
KAL1 5%-10% (KS) IHH
CHD7 5%-10% (KS ou nIHH) IHH a puberdade normal?
) .
FGERI ~10% (KS ou nIHH) IHH a puberdade normal? (afeta mais homens que
mulheres)
. )
GNRHR 596-10% (nIHH) IHH (r_ecesswo), IH!—l ,a_puberdade,n_ormal
(variantes heterozigéticas patogénicas)
IL17RD 2%-5% (KS ou nIHH) IHH a puberdade normal
. )
PROKR? 5% (KS or nIHH) IHH (r_ecesswo), IH!—l ,a_puberdade,n_ormal
(variantes heterozigéticas patogénicas)
SOX10 2%-5% (KS) IHH
. )
TACR3 ~5% (nIHH) IHH (recessivo); IHH a puberdade normal

(variantes heterozigéticas patogénicas)

A proporgéo de IHH atribuida a estes genes é determinada por uma coorte de 950 doentes com IHH que foram testados para
variantes raras (<1% da coorte controlo).
2Dependendo da penetrancia, especialmente em casos de heterozigotia.

2.1.2 Causas testiculares

Um grande nimero de patologias pode levar a insuficiéncia testicular primaria; fatores genéticos
como a sindrome de Klinefelter, microdelecGes no cromossoma Y e a sindrome da insensibilidade aos
androgénios e outras doengas como a criptorquidia e a sindrome de Sertoli-Cell-Only sdo alguns
exemplos de causas bem definidas que afetam a producéo de espermatozoides (Krausz, 2011).

2.1.2.1 Sindrome de Klinefelter

A sindrome de Klinefelter é a aneuploidia cromossémica do sexo masculino mais comum. O
fundo genético da SK é a presenca de um cromossoma X extra, com 80% dos individuos afetados com
caridtipo 47,XXY e os restantes casos apresentando mosaicismo cromossémico 47,XXY/46,XY ou
mdaltiplas aneuploidias cromossdémicas do X, muitas vezes também com cromossomas Y adicionais.



50% dos casos sdo causados pela ndo disjuncdo cromossdmica durante a primeira ou segunda divisao
meiotica materna ou mesmo durante a mitose no zigoto em desenvolvimento, enquanto os outros 50%
dos casos sdo causados por ndo disjuncdo durante a primeira meiose paterna. Sendo os homens
Klinefelter geralmente inférteis (Chang, Skakkebzk, & Gravholt, 2015).

O marcador de genética molecular mais recorrentemente associado ao fenotipo Klinefelter, é o
comprimento da repeticdo (CAG)n do gene do recetor dos androgénios. Acredita-se que um nimero
elevado de repeticOes esteja associado a uma baixa sensibilidade do recetor dos androgénios (Chang et
al., 2015).

S&o ainda associados a SK outros genes candidatos, especialmente o gene associado a definicéo
da estatura (SHOX) situado nos cromossomas X e Y, uma vez que este gene esta envolvido ndo s6 no
atraso do crescimento na sindrome de Turner, como também no aumento do crescimento em sindromes
com aneuploidias sexuais através do chamado efeito de dosagem génica. Dado que o gene SHOX se
localiza na regido pseudoautossémica 1 dos cromossomas sexuais, ndo esta sujeito a inativacdo do
cromossoma X, que normalmente ocorre na mulher, assim como também nos cromossomas X
supranumerdrios na SK (Chang et al., 2015) [a inativacdo do cromossoma X é 0 mecanismo que nos
mamiferos compensa a diferenca na dosagem de genes entre as mulheres XX e os homens XY.
Mecanismos regulatorios genéticos e epigenéticos induzem o silenciamento transcricional de um dos
cromossomas X nas células femininas (Berg et al., 2009)]. No entanto, a grande maioria das
caracteristicas clinicas presentes na SK néo sdo explicadas pelo gene SHOX nem pelo mecanismo
genético descrito acima e, portanto, falta uma compreensdo mais abrangente da relacdo gendtipo-
fendtipo nesta doenga (Chang et al., 2015).

As consequéncias hormonais do cariotipo de Klinefelter sdo o desenvolvimento de
hipogonadismo hipergonadotrdfico com diminuicéo dos niveis de androgénios, causando uma secregao
hipofisaria aumentada, da FSH e da LH, levando a um aumento relativo nos niveis de estrogénio,
resultando numa proporcéo elevada de estrogénios em relagéo aos androgénios (Chang et al., 2015).

O hipogonadismo, tdo pronunciado nesta sindrome, afeta o feto na vida fetal, dando origem a
consequéncias mensuraveis na idade adulta. Estas descobertas correlacionam-se com a degeneragéo dos
tabulos seminiferos e hiperplasia das células de Leydig durante a vida fetal, bem como com o aumento
da prevaléncia de micro-pénis e criptorquidismo observados na SK. O efeito total do aparente meio
hipogonadal intra-uterino presente na SK ainda ndo foi compreendido, mas pode também exercer uma
influéncia negativa, especialmente na neuro-cognicdo e na "masculinizagdo” do cérebro (Chang et al.,
2015).

O hipogonadismo hipergonadotréfico resultante, observado na SK em adulto €, por outro lado,
variado e relativo em relacdo aos niveis de testosterona tipicamente na faixa subnormal ou normal-baixa.
Os niveis de estrogénio aumentam no inicio da puberdade e permanecem ligeiramente elevados, mas
também podem ser normais (Chang et al., 2015).

2.1.2.2 Microdelegdes no cromossoma Y

Depois do cariotipo 47,XXY, as microdele¢des no cromossoma Y sdo a segunda causa genética
mais frequente de infertilidade masculina, sendo a sua prevaléncia global de ~7,5% em homens inférteis
(Krausz, Hoefsloot, Simoni, & Tuttelmann, 2014 e Colaco & Modi, 2018).

O brago longo do cromossoma Y (Yq) contém um grande numero de segmentos de DNA
repetidos, de elevada homologia e com orientacdo oposta, designados respetivamente por amplicdes e
palindromas que o tornam predisposto a auto-recombinagdo durante a meiose e, portanto, suscetivel a
dele¢bes intra-cromossdmicas (Colaco & Modi, 2018).

Multiplos estudos cromossomicos e de genética molecular realizados em homens inférteis,
nomeadamente em homens azoospérmicos e em oligozoospérmicos, proporcionaram a identificacdo das
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regides do Y indispensaveis para a espermatogénese. Estas foram designadas como regides do fator de
azoospermia (AZF — Azoospermia Factor) e constituem uma area de grande interesse e de intensa
investigacdo em reproducdo humana. Esta regido AZF é dividida em trés regides (AZFa, AZFb e AZFc)
cada uma esta associada a fendtipos de infertilidade distintos (Figura 1.3.A) (Vogt et al., 1996, Vogt,
2004 e Navarro-Costa, Plancha, & Gongalves, 2010).

A regido AZFa, sendo flanqueada por dois segmentos da sequéncia HERV com uma identidade
de sequéncia de 94% potencializa a ocorréncia de rearranjos/recombinac¢des. Consequentemente, a
delecdo completa de AZFa (OMIM #400042) resulta da recombinacdo homologa néo alélica entre os
dois elementos HERV conforme representado na Figura 1.3.B. Esta delecdo esta sempre associada a
sindrome de Sertoli-Cell-Only e é um acontecimento bastante raro, representando menos de 5% das
delecdes de AZF descritas (Vogt, 2004 e Navarro-Costa et al., 2010).

Os fenotipos associados a delecdo AZFb e a AZFc (OMIM #415000) sdo igualmente distintos
estando associados, respetivamente, a paragem de maturagdo em espermatécito primario e
hipoespermatogénese (Navarro-Costa et al., 2010).

A presenca de amplos dominios amplicdnicos em AZFb determina uma dindmica de rearranjos
peculiar. A dele¢do completa de AZFb parece ocorrer numa taxa semelhante ou ligeiramente acima da
de AZFa (~3 a 10% de todas as microdelecGes de Yq), apesar de ter um alvo de recombinagdo muito
maior. O fenétipo de insuficiéncia espermatogénica associado a delecdo completa de AZFb, é a
azoospermia, revelando paragem no desenvolvimento de células germinativas no estadio de
espermatocito/espermatidios, no entanto, em alguns casos, muito raros, foram reportados casos de
espermatogénese completa. Assim, a probabilidade de encontrar espermatozoides nos testiculos destes
homens € extremamente baixas (Krausz et al., 2014 e Navarro-Costa et al., 2010).

A regido AZFc é um dos dominios mais notaveis do genoma humano, exibindo uma estrutura e
func&o intrincada, pois, AZFc é quase exclusivamente constituido por amplicdes. Na verdade, a extensa
homologia entre as unidades ampliconicas intrafamiliares é o substrato fértil para rearranjos estruturais
em larga escala (delecdes, duplicacdes e inversdes), assim como também para outras modificagcdes subtis
na sequéncia (Krausz et al., 2014 e Navarro-Costa et al., 2010).

Em termos clinicos, homens com dele¢des completas de AZFc tém fendtipos varidveis, com
niveis de producdo de espermatozoides que variam entre a azoospermia e a oligozoospermia grave (que
raramente excede 1 milhdo de espermatozoides/mL). Embora nestes doentes a presenca de
espermatozoides no ejaculado seja um evento frequente (em ~50 a 60% dos casos), a concecao natural
é extremamente rara devido a baixa contagem de espermatozoides. Representam aproximadamente 60%
de todas as delecGes reportadas em AZF, ocorrendo em um em cada ~4000 homens (Krausz et al., 2014
e Navarro-Costa et al., 2010).

Além das grandes dele¢des, foram identificadas delecdes parciais, b1/b3 e b2/b3, que ocorrem
dentro da regido AZFc. Entre as delecdes parciais, as gr/gr sdo as mais frequentes embora possa ainda
ser controversa a sua contribuicdo para a infertilidade masculina para alguns autores. Estas dele¢fes ndo
eliminam completamente familias de genes especificos com expressao testicular, mas reduzem o nimero
de cdpias dos seus genes. Portanto, o fenotipo associado a estas dele¢Bes pode variar de azoospermia a
normozoospermia e pode diferir em fungdo da origem étnica e geografica (Bansal et al., 2016). As
delegBes parciais b2/b3, apresentam uma ligeira diferenca no ndmero de genes afetados
comparativamente as delecdes gr/gr. Com base na sequéncia de referéncia do cromossoma Y, as
sequéncias das cOpias de genes restantes ap6s as duas delegdes sdo praticamente idénticas, exceto no
caso dos genes DAZ. Diferentes membros da familia de genes DAZ s&o conhecidos por ter vérias
duplicagBes intragénicas e, como consequéncia, ap6s cada uma das dele¢bes, podem ndo ser
funcionalmente equivalentes (Repping et al., 2003 e 2004).
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Numa meta-analise realizada por Basal e colaboradores, foi demostrado que as dele¢6es parciais
b2/b3 aumentam o risco de infertilidade, complementarmente demonstraram que as dele¢gdes b1/b3
parecem ndo ser importantes para a infertilidade masculina. No entanto, sdo necessarios estudos
adicionais para confirmar estes dados.

No ano em apreco, Colaco & Modi demonstraram uma vez mais, através da analise de mais de
17.000 cromossomas Y de homens férteis e inférteis, que as dele¢des gr/gr e b2/b3 estdo associadas a
infertilidade masculina.
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Figura 1.3. — Representacdo esquematica do locus AZF em Yql11. (A) O locus AZF subdividido em trés regides delecionais
no mapa estabelecido por de Vogt et al., 1996, que dividiu Yqll em 25 intervalos (D1-D25). (B) As dele¢Bes completas de
AZFa, associadas sempre a sindrome de SCO, sdo causadas pela recombinacéo de dois blocos homélogos HERV15Yq1/g2
localizados em Yqll proximal. As dele¢des completas de AZFb, associadas sempre a paragem meidtica, sobrepdem-se as
delecdes de AZFc como indicado e sdo causadas por recombinacao entre grandes blocos de sequéncias repetitivas homoélogas
(amplicdes yel3 e yell). De acordo com o cédigo de cor de Kuroda-Kawaguchi et al., 2001, sdo designados como P1.1 e P1.2
(yell e yel2) no palindroma P1 e P5.1 e P5.2 (yel3 e yel4) no palindroma P5, respetivamente. Da mesma forma, as dele¢des de
AZFc sdo causadas por recombinagdo entre os amplicdes azuis b2 e b4. O fendtipo associado a delecdo de AZFc corresponde
a atrofia mista de células germinativas nos testiculos dos doentes e a hipoespermatogénese. Em doentes com dele¢do de
AZFb+c, o ponto de quebra ndo se situa no amplicdo azul b4, mas sim no amplicdo amarelo yel2. Os STS que podem ser
usados para detetar delecdes completas de AZFa, AZFb ou AZFc recorrendo a PCRs estéo indicados acima de cada amplicdo;
"-" significa auséncia do respetivo marcador, "+" significa presenca do respetivo marcador. O STS sY1054 esta presente em
doentes com delegdo completa de AZFb ou AZFb+c, mas esta ausente em todos os doentes com delecdo de AZFc. (C) As cinco
possiveis estruturas palindromicas P1-P5 e a repeticdo DYZ19 em AZFb sdo marcadas com as extensdes de ambos os bragos
abaixo da estrutura do amplicdo num codigo de cor semelhante ao usado para os amplicdes correspondentes (Vogt, 2004).

2.1.2.3 Sindrome de Insensibilidade aos Androgénios

A sindrome de insensibilidade aos androgénios (AIS) (OMIM #300068), na sua forma mais
grave, € geralmente caracterizada pela evidéncia de genitais externos femininos na altura do nascimento,
desenvolvimento sexual secundério anormal aquando da puberdade e infertilidade. Uma adolescente
com este distUrbio tem desenvolvimento mamario e crescimento pubertal na idade apropriada, mas sem
menstruacdo; apresenta auséncia de pelos pubicos e axilares ou estes podem estar presentes, mas em
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quantidades dispersas(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro,
2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro,
2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro,
2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro,
2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro, 2017)(Gottlieb & Trifiro,
2017). Néo existem dados precisos disponiveis para a prevaléncia da sindrome de insensibilidade aos
androgénios completa, mas as estimativas variam de 1 em cada 20.400-99.000 em individuos
geneticamente do sexo masculino (46,XY). A AIS é ligada ao cromossoma X e os individuos afetados
sdo quase sempre inférteis como referido anteriormente (Hughes et al., 2012 e Gottlieb & Trifiro, 2017).

A AIS apresenta um espetro fenotipico diverso resultante de alteragdes na agao dos androgénios
pelo que pode ser dividida em trés fenotipos distintos (ver tabela 1.2.): sindrome da insensibilidade
completa aos androgénios (CAIS), com genitdlia externa tipicamente feminina; sindrome da
insensibilidade parcial aos androgénios (PAIS), com genitalia externa predominantemente feminina ou
masculina ou ambigua; sindrome da insensibilidade suave aos androgénios (MAIS), com genitalia
externa tipicamente masculina (Gottlieb & Trifiro, 2017).

Existe maior correlacdo gendtipo/fendtipo entre alteragdes missense no gene do recetor de
androgénios (AR), as suas consequéncias ao nivel funcional e o desenvolvimento da genitalia externa,
particularmente no caso da CAIS. Esta correlacdo é menos evidente no caso da PAIS. A base de dados
de alteragdes no AR inclui 45 exemplos de variantes idénticas neste gene que causam diferentes
fendtipos de AlS. Até a data, existem mais de 550 alteragdes neste gene relacionadas com AIS (Gottlieb
& Trifiro, 2017). O AR codifica para o recetor dos androgénios que o qual é critico para a diferenciagdo
sexual masculina e para manter uma espermatogénese normal (Mou & Gui, 2016).

No entanto, ainda permanece por averiguar se alteracbes missense no gene AR podem ser
correlacionadas com espermatogénese normal ou afetada ou com auséncia ou presenca de sub-
masculinizagdo ou outras manifestacdes fenotipicas isoladas (e.g. ginecomastia, impoténcia). Por outro
lado, embora raramente descritas, algumas variantes neste gene foram associadas a azoospermia
(Gottlieb & Trifiro, 2017).

Casos de infertilidade idiopatica foram encontrados quer em homens azoospérmicos quer em
oligozoospérmicos com o tamanho da repeticio AR-CAG ou significativamente mais curta (15-18
repeticdes) ou significativamente mais longa (22-28) do que o normal (i.e., 19-21). Esta repeticdo do
trinucleotideo (CAG),CAA codifica para um segmento de poliglutamina que funciona como
transativador do gene AR (Gottlieb & Trifiro, 2017).
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Tabela 1.2. — Classificacdo dos fendtipos da AIS (Gottlieb & Trifiro, 2017).

Tipo Genitalia Externa Caracteristicas Fenotipicas

Derivados de dutos wolffinianos ausentes ou rudimentares

Auséncia ou presenca de epididimos e/ou vasos deferentes
CAIS Feminina

Testiculos inguinais, labiais ou abdmoniais

Vagina pequena

Testiculos inguinais ou labiais

Predominantemente feminina (“AIS

. i Clitoromegalia e fusdo labial
incompleta”)

Aberturas uretrais e vaginais distintas ou um seio urogenital

Micro-pénis (<1 cm) com glande subdesenvolvida semelhante a um
clitoris; labia majora como escroto bifido

PAIS . Testiculos descidos ou ndo descendidos
Ambigua

Hipospadia perinoscrotal ou seio urogenital

Ginecomastia na puberdade

Hipospadias “isoladas” simples (glandulares ou penianas) ou graves
(perineais) com um pénis de tamanho normal e testiculos descendentes
ou hipospadias graves com micro-pénis, escroto bifido e testiculos
descendentes ou ndo descendentes

Predominantemente masculina

Espermatogénese afetada e/ ou virilizagdo afetada na puberdade
MAIS Masculina

Ginecomastia na puberdade

2.1.2.4 Criptorquidismo

O criptorquidismo (OMIM #219050) é uma das malformagdes congénitas mais frequentes nos
homens, caracterizada pela ndo descida ou descida incompleta dos testiculos que devera ocorrer ainda
no periodo fetal ou logo apds o nascimento, tem uma prevaléncia ao nascimento que varia entre 0s 1,6%
e 0s 5,7%. Os homens com esta doenga tém um risco aumentado de serem inférteis bem como de
desenvolverem cancro nos testiculos (Grinspon, Gottlieb, Bedecarras, & Rey, 2018).

E considerado uma doenca de etiologia complexa na qual estdo envolvidos fatores hormonais,
genéticos, anatdbmicos e ambientais. Contudo, apesar de terem sido correlacionadas delecdes em
determinados genes com esta patologia em modelos animais, nomeadamente os genes Insl3 e o seu
recetor Rxfp2, Hoxal0, Hoxall e Ar, alteracBes nos seus homdlogos humanos néo explicam, por si so,
condicdo maioria dos casos com esta patologia, uma vez que, sdo pouco frequentes e também estdo
presentes na populacdo normal. Existem, no entanto, alteracbes em determinados genes que foram
relacionadas com criptorquidismo em seres humanos (ver tabela 1.3.) (José & Faruk, 2015).

A incidéncia de azoospermia em doentes com criptorquidismo unilateral (descida de um sé
testiculo) é de cerca de 13%, por outro lado, no caso do criptorquidismo bilateral (ndo descida de ambos
os testiculos) é de 89%, sendo, por isso, a manifestacdo fenotipica masculina mais frequentemente
associada a azoospermia ndo-obstrutiva (NOA) (José & Faruk, 2015).
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Tabela 1.3. — Genes cujas alterages estao associadas a criptorquidismo.

Gene Nome
SOS1 Son of sevenless homolog 1 (Drosophila)
HOXD13 Homeobox D13
RAF1 Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
SPATA12 Spermatogenesis associated 12
SOX2 SRY (sex-determining region Y)-box 2
ESR1 Estrogen receptor 1
HOXA10 Homeobox A10
FGFR1 Fibroblast growth factor receptor 1
NR5A1 Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1
ZNF215 Zinc finger protein 215
ZNF214 Zinc finger protein 214
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
PTPN11 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
RXFP2 Relaxin/insulin-like family peptide receptor 2
PWCR Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N
CYP19A1 | Cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1
INSL3 Insulin-like 3
PROKR2 Prokineticin receptor 2
KAL1 Anosmin 1
ARX Aristaless-related homeobox

2.1.2.5 Sindrome de Sertoli-Cell-Only

A sindrome de Sertoli-Cell-Only (SCOS) é definida pela auséncia completa de células
germinativas nos tibulos seminiferos e, dada a sua natureza, resulta sempre em infertilidade masculina
e a sua etiologia muitas vezes permanece desconhecida. Embora, para a maioria destes doentes, as
técnicas de reproducdo medicamente assistida, com espermatozoides dos préprios, ndo seja possivel, é
importante identificar a origem que determina a infertilidade. Contudo, para um pequeno ndmero de
doentes nos quais € possivel colher alguns espermatozoides, torna-se fundamental conhecer o defeito
genético que causa o problema Para estes doentes, a ICSI pode ser possivel e, consequentemente, 0
defeito que determina a infertilidade é transmitido para a proxima geracao se o descendente for do sexo
masculino (Stouffs et al., 2016).

As anomalias no cariotipo, especialmente a sindrome de Klinefelter, sdo claramente as
alteracdes mais comuns observadas em homens caucasianos azoospérmicos com SCOS. As dele¢cdes em
AZF detetadas em 9% dos homens com um cari6tipo normal também estdo muitas vezes associadas a
SCOS. Atualmente, as delecbes de AZF sdo rotineiramente examinadas na populagdo infértil com
azoospermia ndo obstrutiva ou oligozoospermia grave contudo a analise histoldgica é indispensavel para
estabelecer a relagdo em causa (Stouffs et al., 2016).

Stouffs e colaboradores concluiram que multiplas CNVs podem ser (parcialmente) causais da
SCOS. No entanto, continua a ser dificil determinar a importancia funcional dos genes localizados
nessas regifes. Os dados atuais mostram que especialmente os cromossomas sexuais estdo envolvidos
na etiologia da SCOS. Além disso, as CNVs no cromossoma X também podem estar predominantemente
envolvidas na infertilidade masculina. Atualmente, a causa mais frequente de azoospermia ndo-
obstrutiva com SCOS continua a ser a sindrome de Klinefelter (Stouffs et al., 2016).
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2.1.3 Causas pos-testiculares

As causas pos-testiculares englobam doencas ou obstrucdes que impedem a saida/libertacdo de
espermatozoides aquando da ejaculacéo.

2.1.3.1 Fibrose Quistica e Auséncia Congénita dos Vasos Deferentes

A fibrose quistica (CF) (OMIM #219700) € uma doenca multisistémica que afeta o trato
respiratorio, o pancreas exdcrino, o intestino, o sistema hepatobiliar e as glandulas sudoriparas
exocrinas. Mais de 95% dos homens com CF sdo inférteis como resultado da auséncia congénita dos
vasos deferentes (CAVD) que pode ocorrer de forma bilateral ou unilateral (Ong, Marshall, &
Karczeski, 2017).

A CF é uma doenca autossémica recessiva que ocorre em 1 em cada 6000 individuos em
Portugal (Mirtajani et al., 2017). Embora seja uma doenca genética relativamente comum nos paises
ocidentais, a sua incidéncia é muito rara noutras regides, como é o caso da Asia Oriental. O gene da FC
esta localizado no cromossoma 7 e codifica um canal de cloreto sendo o seu produto génico uma proteina
transmembranar denominada CFTR, que se encontra na membrana apical das células epiteliais que
revestem as glandulas exdcrinas. A auséncia deste canal resulta num desequilibrio das concentragdes de
iGes ao longo da membrana celular/NO interior e exterior da célula e, como resultado, os fluidos
secretados por essas glandulas tornam-se mais viscosos e, no final, os canais ficam congestionados e
atrofiados (Mitchell, Toure, Coutton, & Arnoult, 2017).

Os homens com CAVD tém geralmente duas alteragdes suaves no gene CFTR ou a combinagao
de uma alteragdo grave e uma alteracdo suave (Song, Chiba, Ramasamy, & Lamb, 2016). Foram
identificadas mais de 2000 mutag¢Ges no gene CFTR (Mitchell et al., 2017) e, além disso, existe um
polimorfismo no intrdo 8 do gene em questdo que influencia quantitativamente a producédo da proteina
CFTR. Os alelos da regido polimérfica da timina no intrdo 8 contém cinco (5T), sete ou nove timinas.
O alelo 5T esta associado a niveis reduzidos da proteina CFTR funcional (Song et al., 2016).

A espermatogénese e o desenvolvimento testicular sdo geralmente normais em doentes com
CAVD e os espermatozoides podem ser recuperados a partir dos epididimos ou dos testiculos para serem
utilizados em reproducdo medicamente assistida (Song et al., 2016 e Ong et al., 2017).

2.1.4 OQutros fatores: epigenética

Como referido anteriormente, a causa da infertilidade masculina é multifatorial, por isso, além
dos trés grupos de doencas referidas, existem fatores como a idade, estilo de vida, massa corporal e
fatores ambientais, que podem ter impacto nesta doenca ao nivel da desregulacdo das modificagGes
epigenéticas, nomeadamente da metilagdo do DNA (Nevin & Carroll, 2015).

Ao longo dos anos tem sido sugerido que a desregulacdo das modificagdes epigenéticas, em
particular da metilagdo do DNA gendmico dos espermatozoides, pode ter um papel importante no
desenvolvimento de vérias doencas. As modificacbes epigenéticas desempenham um papel
fundamental, dado que regulam o desenvolvimento e a manutencéo das células germinativas masculinas.
Assim, o imprinting anormal como resultado da desregulacédo da metilagdo do DNA pode estar associado
a infertilidade masculina (Cui et al., 2016).

A epigenética refere-se, portanto, a alteragdes hereditérias na cadeia de DNA que ocorrem por
mecanismos diferentes das alteragdes na sequéncia nucleotidica referida cadeia. Em contraste com a
genética tradicional em que a alteragdo provoca a modificacdo direta na sequéncia do DNA, a
epigenética envolve um conjunto complexo de mecanismos regulatérios que ocorrem no DNA, refletem-
se na cromatina e influenciam a expressdo génica, sem afetar a prdpria sequéncia de nucleétidos. O
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controlo epigenético consequentemente, pode modificar o fenotipico sem afetar o gendtipo. Este
processo € a forca motriz fundamental da variagéo no tipo e fungdo das células durante a diferenciacao
do zigoto para o organismo multicelular. Os sistemas moleculares conhecidos por iniciar e manter o
epigenoma séo a metilacdo do DNA e as modificagBes da cromatina incluindo a metilagéo e acetilacdo
de histonas (Nevin & Carroll, 2015).

A metilacdo do DNA é o mecanismo epigenético mais bem estudado em mamiferos. E um
regulador importante da expressdo génica e da diferenciagdo celular. A capacidade do padrdo de
metilacdo do DNA ser mantido de forma estavel (ou seja, heranca somatica) atraves da divisao celular
é o principio fundamental por detras da diferenciacdo e dos processos em que as células séo capazes de
interagir com o meio ambiente. A metilagdo do DNA consiste na ligagcdo covalente de grupos metilo a
bases de DNA, ocorrendo principalmente na posi¢do 5° de bases de citosina no DNA eucarioético. A
metilagdo das citosinas ocorre com mais frequéncia nos dinucleétidos CpG, onde uma citosina precede
uma guanina, embora a metilacdo da citosina também possa ocorrer nos locais CpA, CpT e CpC. Os
dinuclettidos CpG geralmente agrupam-se em ilhas CpG e sdo comumente encontrados na regiao
promotora 5' de genes onde a metilagdo suprime e promove a expressao genica. Este mecanismo é
conduzido pela acdo de DNA Metil Transferases (DNMTS), que convertem a citosina em 5-metilcitosina
(5mC) (Nevin & Carroll, 2015, Gunes, Arslan, Hekim, & Asci, 2016 e Cui et al., 2016).

A DNMT1, por exemplo, é responsavel pela manutengdo da metilagdo do DNA durante a
replicacdo do DNA e é denominada por metiltransferase de manutengdo. As DNMT3A, DNMT3B e
DNMT3L medeiam a metilacdo de novo do DNA gendmico durante a fase inicial do desenvolvimento
embrionario, especificamente em células germinativas, e as suas atividades sdo essenciais para a
espermatogénese adequada (Gunes et al., 2016).

A metilacdo do local CpG no promotor ou nas regides reguladoras € tipicamente associada a
repressdo de genes, enquanto a falta de metilacdo promove a atividade transcricional. A metilagdo
provoca a repressdo transcricional através do bloqueio direto da ligacéo do fator de transcricdo ao DNA,
ou através do reconhecimento da proteina de ligacdo a metil-CpG de sitios metilados e do recrutamento
de co-repressores (Nevin & Carroll, 2015).

Este mecanismo desempenha papéis importantes no desenvolvimento e diferenciacdo
embrionéria, inativagdo e imprinting do cromossoma X e supressao da atividade de transposfes. No
entanto, estes processos epigenéticos ndo sao apenas um fendmeno associado ao desenvolvimento; a
metilagdo do DNA continua a funcionar ao longo da vida, respondendo a fatores ambientais de modo a
causar alteragdes nos programas de regulacdo de genes de células somaticas. Esta plasticidade
epigenética é influenciada por inimeros fatores, como os referidos acima. Os gametas devem, por isso,
estar isentos deste tipo de modificagOes epigenéticas, mas estudos recentes sugerem que algumas marcas
de metilacdo anormais podem ser mantidas, o que pode ter implicagdes transgeneracionais para a satde
das gerac0es futuras (Nevin & Carroll, 2015).

2.1.4.1 Metilacdo do DNA e Infertilidade Masculina

Tem sido frequentemente demonstrado que alteragfes na metilacio do DNA em genes
relacionados particularmente com a reproducéo podem explicar alguns casos de infertilidade idiopatica.
Existe de facto uma associacdo entre casos de infertilidade idiopatica e a metilacdo aberrante de DNA
do genoma inteiro ou de alguns genes em espermatozoides. Além disso, estudos recentes demonstraram
que os micro RNAs ndo-codificantes e diferentes modificacdes da cauda das histonas também podem
ter um papel na infertilidade masculina (Noveski et al., 2016 e Gunes et al., 2016).

Recentemente, foi também demonstrada uma associacéo significativa entre polimorfismos na
DNMT1 (rs16999593, rs2228612 e rs2228611) e a oligozoospermia numa populagéo chinesa. O papel
destes polimorfismos na patogénese da oligozoospermia permanece desconhecido, mas estes
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polimorfismos podem levar a uma diminui¢cdo dos niveis de expressao da DNMTL1 e afetar a
espermatogénese (Gunes et al., 2016).

Importa ainda referir que Cui e colaboradores relataram que, de facto, existe um maior nimero
de alteragdes no padrdo de metilagdo do DNA de individuos com baixa contagem de espermatozoides,
i.e, oligozoospérmicos e que, por esta razdo, estas duas ocorréncias podem estar correlacionadas.
Afirmam ainda que os padrdes anormais de metilacdo do DNA observados nestes homens podem ser
devidos a falha de re-metilacdo em espermatogdnias ou a alteragdes na manutencdo da metilacdo em
espermatocitos ou espermatozoides maduros. Além disso, a metilagdo anormal do DNA pode estar
associada a ativacdo anormal das DNMTs. Os estudos sobre 0s mecanismos subjacentes a regulacéo da
metilacdo do DNA durante a espermatogénese estdo ainda na sua fase inicial e, por essa razéo, inumeras
guestdes permanecem por responder, sendo por isso necessarios mais estudos (Cui et al., 2016).

3. Importancia de Estudar o Cromossoma X: Gene TEX11

O cromossoma X dos mamiferos encontra-se enriquecido em genes especificos de células
germinativas expressos durante a espermatogénese. Quase um terco dos genes expressos
especificamente em células germinais encontram-se mapeados no cromossoma X, tal sugere que este
cromossoma desempenha um papel importante na espermatogénese. Dado que 0s homens sdo
hemizigdticos para o cromossoma X, as alterages em genes ligados ao X ocorrem em genes de copia
Unica e ndo podem ser compensadas pelo alelo normal correspondente, como se verifica em portadores
heterozigoticos de alteracGes em doencas autossomicas recessivas. Portanto, as alteracdes em genes
essenciais para a fertilidade ligados ao X, em homens, podem representar uma proporgéo significativa
de causas da infertilidade (Yang et al., 2015).

Como referido acima, muitos estudos em modelos de rato relacionaram centenas de genes com
a azoospermia e com infertilidade, fornecendo uma perspetiva dos mecanismos moleculares subjacentes
a esta patologia nestes modelos uma vez que a perda de funcdo destes genes causa infertilidade. No
entanto, poucos estudos em humanos com azoospermia identificaram alteracbes em genes que estdo
associados a azoospermia em ratos (e.g. Hsf2, Sycp3, Prml1, Prm2, Sohlhl e Nr5al). Isto pode ser
explicado pelo baixo poder discriminativo de um Unico gene candidato, pois, centenas de genes podem
contribuir para a azoospermia (Yatsenko et al., 2015).

O Tex11, por exemplo, é essencial para a fertilidade em ratos. A disrupgdo da funcdo deste gene
causa paragem meiética em machos, resultando em azoospermia (Yang et al., 2015). Foi originalmente
identificado como um gene especifico de células germinativas ligado ao X no rato e a sua transcri¢do
estd presente em células germinativas em diferentes estadios espermatogénicos, incluindo
espermatogoénias tipo A e tipo B, espermatocitos e espermatidios. Durante a meiose, um nivel elevado
da proteina Tex11 é mantido do estadio pré-leptoteno para o estadio de zigoteno, no entanto, é sub-
expressa nos espermatdcitos em paquiteno (Tang, Zeng, Clark, & Dobrinski, 2011).

O estudo de Yang e colaboradores, estabelece que o TEX11 estd implicado/participa no inicio
das sinapses cromossomicas. E importante referir que o TEX11 interage com o SYCP2 (Synaptonemal
Complex Protein 2), que é necessario para as sinapses cromossémicas no decorrer da meiose I.
Adicionalmente, o TEX11 pode contribuir para o alongamento ou estabilizacdo do complexo
sinaptonémico. Assim, na auséncia do TEX11, a sinapse dos cromossomas pode ser iniciada, mas ndo
propagada ou mantida. Embora pouco se saiba sobre os fundamentos moleculares da iniciagdo das
sinapses em mamiferos, este processo tem sido amplamente estudado em leveduras. Um conjunto de
proteinas de levedura (Zip2, Zip3, Zip4, Msh4, Msh5, etc.), conhecido como SIC (complexo de iniciagao
de sinapses) ou proteinas ZMM, sdo necessarios tanto para a iniciacdo da sinapse cromossémica como
para a recombinacdo meidtica. TEX11 possui alguma homologia de sequéncia com o Zip4 da levedura
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e 0 ZIP4 de Arabidopsis. Existem ainda evidéncias de que o TEX11 também desempenha um papel
distinto na recombinacdo meidtica (Yang et al., 2008 e Adelman & Petrini, 2008).

Foi ainda demonstrado pelos mesmos autores que a TEX11, codificada pelo cromossoma X, é
uma proteina especifica da meiose, e a sua perda provoca faléncia mei6tica em ratinhos machos. Isto
teve implicagOes importantes para a infertilidade masculina em seres humanos uma vez que alteragdes
no Tex11 causam azoospermia em ratos, alterac6es no gene TEX11 humano também poderiam causar
infertilidade no homem (Yang et al., 2008).

O TEX11 € um gene gue se localiza no cromossoma X (Xql13.1), é composto por 31 exdes, 29
dos quais sdo codificantes (sequéncias de referéncia; NM_001003811.1; NP_001003811.1;
ENST00000395889 (ver Figura 1.4.). Contém um dominio especifico da meiose (SPO22) e 3 repeticOes
de tetratricopéptidos (TPRs) de funcdo desconhecida (Figura 1.5.). A proteina TEX11 esté presente no
complexo sinaptonémico na profase | e interage com os componentes do complexo proteico de reparagdo
do DNA de cadeia dupla. Regula a sinapse dos cromossomas homologos e a reparagdo de quebras no
DNA em cadeia dupla. E essencial para a formagao do complexo sinaptonémico e para a formacéo dos
pontos de quiasma no crossover cromossémico. A proteina é altamente conservada e a sua funcéo é
conservada entre espécies (Yatsenko et al., 2015).

5Ex1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 1819 202122 23 24 25 26 27 28 20 ¥
(nt)s2 122 85 80 81120 55 96 82 79 152 86 138 103 125 8657 4187 71 117 73 150 109 121 165 155
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Figura 1.4. — Representacdo esquematica do gene TEX11. Os quadrados azuis representam os exdes e por cima estdo
indicados os respetivos tamanhos. Os nimeros entre os exdes representam o tamanho dos respetivos introes.
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Figura 1.5. — Previsao dos dominios do gene TEX11. Trés regides de tetratricopéptidos (TPR) (posi¢des de aminoacidos 37-
188, 418-450 e 457-814) e o dominio especifico da meiose (SPO22) (posi¢bes de aminoacidos 189-417) (Yatsenko et al.,
2015).

Dada a potencial importancia das alteragcbes no gene TEX11 para a infertilidade masculina,
foram realizados recentemente, dois estudos que compreenderam a pesquisa de alteracbes moleculares
em homens inférteis neste gene (Yang F., 2015 e Yatsenko A., 2015).

No estudo de Yang F e colaboradores (2015), é possivel verificar que as frequéncias de
alteracfes no gene TEX11l em homens azoospérmicos sugerem que este gene € necessario para a
espermatogénese em humanos; em cerca de 1% dos homens azoospérmicos estudados a sua condigdo
pode ser explicada por alteragfes neste gene. Esta percentagem foi calculada tendo em conta apenas trés
alteracOes encontradas neste gene numa amostra de 246 homens azoospérmicos representadas na tabela
1.4. [Juma mutacédo frameshift no exdo 16, uma mutacao no sitio aceitador de splicing do intrdo 21 e uma
mutacdo missense no exdo 26 (a sequéncia de referéncia usada por estes autores foi a NM_031276)].
Dado que centenas ou até mesmo milhares de genes intervém na gametogénese masculina, esta
percentagem é bastante significante. Esta frequéncia é comparavel com a frequéncia de mutagdo em
BRCA1 (~2%) no cancro da mama. Encontrar uma elevada frequéncia de alteragdes no TEX11 entre
homens inférteis ndo é completamente inesperado uma vez que é um gene ligado ao cromossoma X e,
portanto, qualquer mutacdo herdada ou de novo que altere a fungdo deste fator essencial para a
gametogénese masculina poderd manifestar-se na forma de infertilidade. Complementarmente, no
estudo em causa, foram realizados estudos histologicos em bidpsias testiculares, incluindo a dois
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homens azoospérmicos com alteragdes no TEX11, tendo-se observado paragem meiética no estadio de
paquiteno, indicando mais uma vez que o TEX11 tem um papel crucial na meiose masculina (Yang et
al., 2015).

No estudo de Yatsenko A e colaboradores (2015) foi, em primeiro lugar, identificada uma
delegdo intragénica de 99-kb no gene TEX11 em dois doentes ndo familiares entre si, esta delegdo
envolve trés exdes e compreende 79 aminoacidos que se encontram dentro do dominio especifico da
meiose SPO22. A regido gendmica selecionada € rica em segmentos de DNA repetitivos, de elevada
homologia, incluindo repeticdes de sequéncias Alu, provavelmente envolvidos na transposicdo de
segmentos de DNA que deverdo proporcionar a ocorréncia de rearranjos genémicos em torno dos exées
9 e 12. A estrutura molecular da delec¢do identificada sugere que a mesma tera ocorrido atraves de um
mecanismo complexo que envolve uma inversdo inicial da regido que conduz a dele¢6es, duplicacbes
ou ambas no cromossoma X (Yatsenko et al., 2015). Neste estudo foram ainda identificadas alteragdes
pontuais em 7 de 289 doentes com azoospermia (2,4%), trés alteracBes que afetam o splicing e duas
alteracbes missense, que estavam ausentes nos 384 controlos com concentragfes normais de
espermatozoides (ver tabela 1.4.). O exame histolégico dos doentes com azoospermia e com alteragdes
no TEX11 revelou que a maioria destas alteragdes foram detetadas em doentes com paragem completa
da meiose no estadio de paquiteno (5 de 33 doentes, 15%); somente duas alteracfes (2 de 193 doentes,
1%) foram detetadas em doentes com azoospermia e atrofia testicular mista; nenhuma mutacéo foi
detetada em doentes com azoospermia e sindrome de Sertolli-Cell-Only (Yatsenko et al., 2015).

Neste estudo, os autores em causa evidenciam que delecdes e alteragdes que afetam o splicing
perturbam gravemente a estrutura terciaria do dominio da SPO22 e de toda a proteina, modificando a
sua funcdo ou estabilidade. Colocam ainda a hipdtese de que as alteracbes no TEX11 perturbam a
formacdo e fungdo do complexo sinaptonémico provocando uma disrup¢do da sinapse no estadio de
paquiteno e nos pontos de controlo do fuso em anafase; esta disrupc¢éo desencadeia, por isso, a paragem
meidtica no estadio de paquiteno, a apoptose dos espermatocitos e azoospermia. Segundo Yatsenko A
e colaboradores, este modelo é suportado por analise estrutural in silico e por resultados de
imunocoloracdo em doentes com azoospermia, paragem meiotica e alteragdes no TEX11. Nesses
doentes, ndo detetaram expressdo do TEX11 e observaram perda macica de espermatécitos tardios e
espermatidios redondos e alongados (Yatsenko et al., 2015).

Na Tabela 1.4. encontram-se compiladas todas as alteracfes que se conhecem neste gene até a
data e que sdo consideradas patogénicas.
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Tabela 1.4. — Alteragdes patogénicas conhecidas no gene TEX11. Adaptado de HGMD Professional 2017.3 (sequéncia de
referéncia: NM_001003811.1; NP_001003811.1; ENST00000395889).
@Esta alteragdo apesar de estar incluida neste grupo é uma alteragdo que, segundo Yatsenko e colaboradores, também afeta o

splicing.

Nos pontos a seguir estdo referidas as alteragdes referenciadas por Yang e colaboradores tendo em conta a sequéncia de

referéncia NM031276.
®Alteragio missense ¢.2243T>C

©Alteragio no aceitador de splicing -1G>A (-1 refere-se a Gltima base do intrdo, neste caso, intrdo 21)

@Alteragdo frameshift ¢.1258ins(TT)

HGVS (cDNA) | HGVS (Proteina) | Namero de Doentes Fendtipo Reportado Referéncia
€.450C>T@ p.A150= 1 Azoospermia com atrofia testicular mista | Yatsenko A et al (2015)
c.511A>G p.M171V 1 Yatsenko A et al (2015)
Azoospermia com paragem da meiose no
€.2092G>A p.A698T 1 estadio de paquiteno Yatsenko A et al (2015)
€.2288T>C®) p.V763A 1 Yang F et al (2015)

HGVS (cDNA) NUmero de Doentes

HGVS (cDNA) NUmero de Doentes Fendtipo Reportado Referéncia
C.792+1G>A 1 Yatsenko A etal (2015)
Azoospermia com paragem da meiose no
- (©
€.1838-1G>A 1 estadio de paquiteno Yang F etal (2015)
€.1837+1G>C 1 Yatsenko A et al (2015)

Fendtipo Reportado

Referéncia

¢.1303_1306delGA
TGinsTTGGTA®

Azoospermia

Yang F etal (2015)

Descrigédo Ndmera de Fendtipo Reportado Referéncia
Doentes
1 Azoospermia com atrofia
testicular mista
~99 kb del. inclui ex.10-12, 268bp e inversdo do intrdo 9 Azoospermia com paragem | Yatsenko A etal (2015)
1 da meiose no estadio de
paquiteno
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

O gene TEX11 é um gene cuja analise molecular é relevante devido ndo s6 a sua fungéo ao nivel

da espermatogénese e expressao a nivel testicular durante a meiose, como também a sua localizacao.
Tal como referido na introducdo, o cromossoma X é enriquecido em genes especificos de células
germinativas expressos durante a espermatogénese, 0 que sugere que este cromossoma desempenha um
papel importante neste processo. Como os homens sdo hemizigoticos para o cromossoma X, as mutagdes
em genes ligados ao X sdo de cdpia Unica e ndo podem ser compensadas por outro alelo wild-type
correspondente (Yang et al., 2015). Ou seja, € de esperar que alteracBes neste gene ligado ao
cromossoma X e essencial para a fertilidade, em homens, possam ser causadoras de infertilidade.

Deste modo, este projeto incidiu sobre a caracterizagdo molecular do gene TEX11 visando

detetar delegcbes envolvendo um ou mais exdes e alteracBes pontuais nas respetivas sequéncias
codificantes e sequéncias proximais aos intrdes. Assim, foram definidos os seguintes objetivos:

1.
2.

Otimizacéo de PCR multiplas para os diversos exdes do gene TEX11;

Anélise dos produtos das PCR multiplas por sequenciacdo de nova geragdo (NGS — Next
Generation Sequencing);

Analise in silico dos resultados de NGS;

Otimizacdo das condicGes experimentais para amplificacdo de todos os exdes do gene TEX11
individualmente e respetiva sequenciacéo de Sanger;

Validacdo das variantes/alteracGes obtidas por NGS utilizando a PCR simples e a sequenciagéo de
Sanger;

Pesquisa em homens férteis das alteracfes patogénicas detetadas nos homens azoospérmicos;
Interpretacdo dos resultados e estabelecimento de correlacdes genotipo/fenétipo.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

1. Estratégia de Anélise Molecular
A estratégia de analise molecular compreendeu:

i) otimizacdo da PCR simples para os 29 ex8es do gene TEX11;

ii) otimizacdo de PCR mdltiplas para os diversos exdes do TEX11 para pesquisa de delecdes;

iii) pesquisa de alteracbes moleculares no gene em causa em homens azoospérmicos por
sequenciacao de nova geracdo (usando os produtos das PCR mdltiplas), visando a identificacdo
de alteracBes moleculares pontuais que possam afetar a funcdo do gene/proteina e a
espermatogenese;

iv) avaliacdo das consequéncias funcionais de alteracdes detetadas através de analise in silico;

V) pesquisa das alteragdes potencialmente patogénicas em homens férteis, detetadas no &mbito
ponto iii) por restricdo enzimatica;

vi) confirmacdo da presenca das alteragdes patogénicas (detetadas por NGS) por PCR simples e
posterior sequenciacdo de Sanger;

vii) estabelecimento de correlagfes genotipo/fendtipo.

Foram realizados dois ensaios de NGS; o primeiro com 5 amostras teve como objetivo avaliar
se seria possivel detetar pela referida metodologia alteragcbes em fragmentos de baixo peso molecular
(~200 a ~500 pb), dado que os exdes do gene TEX11 tém um tamanho relativamente pequeno e 0s
respetivos intrbes sdo muito extensos, estrategicamente optou-se por se realizar este primeiro ensaio e
avaliar o seu sucesso. Tendo este primeiro ensaio sido bem-sucedido, o segundo ensaio foi realizado
com as restantes amostras.

1.1. Amostras bioldgicas

As diferentes amostras de DNA gendmico, usadas anonimizadas no ambito do presente estudo,
foram selecionados a partir da cole¢do de amostras de DNA gendmico do Departamento de Genética
Humana, tendo sido obtidas de homens inférteis (azoospérmicos), os quais ja tinham dado
consentimento informado escrito para a realizacdo de investigacdo biomédica em genética molecular
humana. Os doentes foram anteriormente encaminhados para o referido Departamento provenientes da
Unidade de Medicina da Reproducdo do Hospital de Santa Maria ou do Centro de Medicina Reprodutiva
da Maternidade Doutor Alfredo da Costa. O produto biol6gico priméario foi sangue periférico, a partir
do qual se procedeu a extragdo de DNA gendmico. Foi constituido um grupo de 80 amostras de DNA
provenientes de diferentes doentes portugueses (ndo familiares entre si) com azoospermia idiopatica,
cariotipo 46,XY e sem microdele¢cbes AZF no cromossoma Y. O diagnostico de azoospermia idiopética
foi estabelecido de acordo com os critérios definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2010).
Neste estudo ndo foram incluidos doentes com alteragcdes cromossdmicas nem com historia de exposicdo
a fatores ambientais, doengas sistémicas ou de outra natureza que possam ter perturbado/afetado a
espermatogénese. Foram ainda incluidas 3 amostras controlo, duas provenientes de homens
normozoospérmicos e uma de uma mulher fértil.
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1.2. Extracdo Automatica do DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o equipamento MagNA Pure 1.0 da Roche, o qual
executa de forma automatica a purificacéo de acidos nucleicos, a partir de amostras bioldgicas, obtendo-
se os acidos nucleicos altamente purificados e prontos para aplica¢cdes como a PCR (Roche Diagnostics
GmbH, 2008).

O referido equipamento executa automaticamente todas as etapas do procedimento de
purificacdo. o qual tem por base o uso de particulas magnéticas de vidro (MGPs), carregadas
positivamente as quais se liga 0 DNA genémico, sendo este purificado apds sucessivas lavagens e eluido
livre de nucleases e de proteinas. Os protocolos de purificacdo pré-programados, que contém as
instrugbes para todas as etapas de isolamento, encontram-se instalados no computador para uso
exclusivo no MagNA Pure LC (Roche Diagnostics GmbH, 2008).

1.2.1 Tecnologia de Isolamento de DNA
1.2.1.1 Passos do Procedimento de Trabalho

Para o isolamento/purificacdo do DNA gendmico a partir de sangue periférico, sdo utilizadas
MGPs fornecidas com diferentes consumiveis que no seu conjunto constituem o Kit MagNA Pure LC
DNA Isolation kit — Large Volume. O DNA liga-se & MGPs na presenca de sal caotrépico a pH> 7.0.
As MGPs tém uma superficie de vidro (silica) e nicleo magnético. Os acidos nucleicos séo ligados a
superficie de silica das MGPs na presenca de isopropanol e altas concentracGes de sais caotropicos, que
removem a dgua das moléculas hidratadas em solucdo. Os polissacéridos e as proteinas ndo se ligam as
esferas e sdo removidos com sucessivas lavagens. Uma vez ligados a superficie das MGPs, os acidos
nucleicos sdo separados da ultima solucdo de lavagem através da agdo de um iman. Os acidos nucleicos
puros sao entdo eluidos das esferas sob a acao do calor e usando uma solucéo de eluigao/dissolu¢do com
baixa concentracdo de sal. Esta tecnologia de isolamento de DNA utilizando o MagNa Pure LC é
vantajosa dado que ndo requer nenhuma centrifugacgdo, ndo é necessaria qualquer acdo manual de um
operador durante o procedimento de extracao, ou seja, trata-se de um procedimento semi-automatizado
gue proporciona DNA de elevada qualidade, ponto a ser usado em distintos métodos analiticos de
genética molecular (Roche Diagnostics GmbH, 2008).
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Material da Rutura celular e  Ligacio dos Separacio Remocio de Separacio Eluicio dos acidos
Amostra digestio de dcidos nucleicos @ magnética do detritos magnética do nucleicos a altas
proteinas pela superficie das complexo icidos celulares por complexo temperaturas
adicido do tampio MGPs nucleicos- extensas etapas dcidos durante a remocio
de lise e da esferas de lavagem nucleicos-  das MGPs
proteinase K esferas

Figura 3.1. — Esquema adaptado do MagNA Pure 2.0 Instrument Operator’s Manual do Isolamento Automatico de DNA.
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1.3. Amplificacdo Enzimatica de DNA in vitro (PCR)

A Polimerase Chain Reaction (PCR) é um método de biologia molecular que permite amplificar
copias de uma dada regido selecionada do DNA gendmico/do genoma em varias ordens de grandeza,
originado milhares a milhGes de cOpias de uma determinada sequéncia de DNA. A PCR foi desenvolvida
em 1984 pelo bioquimico norte-americano, Kary Mullis. A PCR é atualmente usada em todos os
laboratoérios de genética molecular e aplicada tanto a nivel do diagndstico como da investigagdo. Esta
metodologia tornou-se uma das técnicas mais utilizadas em biologia molecular porque é rapida, barata
e simples, amplifica fragmentos de DNA especificos a partir de pequenas quantidades de DNA, mesmo
guando esse DNA é de baixa qualidade (Mohini & Deshpande, 2010).

1.3.1. Conceito basico da PCR

Como o nome indica, a PCR corresponde a uma rea¢do em cadeia da polimerase: uma molécula
de DNA é usada como molde para produzir duas cOpias, depois quatro, depois oito e assim
sucessivamente. Esta duplicagdo continua a partir das copias que séo sintetizadas é realizada por
proteinas especificas designadas por polimerases, enzimas que sao capazes de adicionar a partir de uma
extremidade 3’OH os nucleétidos complementares ao DNA molde formando-se uma nova cadeia de
DNA. As polimerases, para além de requererem uma solucéo tamponada e de cofatores, requerem na
reacdo os quatro nucleétidos diferentes que possuem as correspondentes quatro bases: adenina (A),
timina (T), citosina (C) e guanina (G), também precisam de um pequeno fragmento de DNA com uma
extremidade 3’OH livre, designado por iniciador e que é complementar a sequéncia DNA alvo, ao qual
sdo sucessivamente adicionados os nucleétidos complementares aos existentes na cadeia de DNA
molde, bem como a prépria molécula de DNA mais longa que serve de modelo para a sintese da nova
cadeia de DNA. Se estes reagentes forem fornecidos a reacdo, as enzimas irdo construir copias exatas
das cadeias modelo (Mohini & Deshpande, 2010).

A PCR ¢é um método de amplificacdo seletiva de um determinado segmento de DNA. O
segmento pode representar uma pequena parte de uma mistura grande e complexa de DNA, e.g. um exao
especifico de um gene humano. A PCR pode amplificar uma tnica molécula de DNA, e.g. de um Gnico
espermatozoide. A reacdo de PCR depende da capacidade da polimerase permanecer estavel a altas
temperaturas(Mohini & Deshpande, 2010).

1.3.2. Passos da PCR

Existem trés passos principais que constituem cada ciclo da PCR: desnaturacéo,
emparelhamento e extensdo. No primeiro passo; 0 DNA é desnaturado a altas temperaturas (de 90 a 97
graus Celsius). No passo dois, os iniciadores ligam-se ao DNA molde (geralmente ocorre entre 70 a 72
°C). O passo trés, extensdo, ocorre apds os iniciadores se ligarem e compreende a sintese da cadeia
complementar de DNA (a temperatura de emperelhamento é caracteristica da composi¢do nucliotidica
do par de iniciadores e geralmente pode variar entre 50 e 65 °C) (Mohini & Deshpande, 2010).

Para amplificar um segmento de DNA usando a PCR, a amostra reacional é primeiro aquecida,
de modo a que o DNA desnature seguidamente, a enzima polimerase de Taq sintetiza na dire¢do 5’-
3’duas novas cadeias de DNA, usando as duas cadeias originais como moldes. Este processo resulta na
duplicagdo do DNA original, com cada uma das novas moléculas contendo uma cadeia nova e uma
cadeia molde. Entdo, cada uma dessas cadeias pode ser usada para criar duas novas copias, e assim
sucessivamente. A fase de emparelhamento permite que os iniciadores hibridem com as suas respetivas
sequéncias complementares (Mohini & Deshpande, 2010).
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Cada cadeia de DNA recém-formada com o iniciador ligado passa a constutuir uma cadeia
molde que passa a ser usada para criar copias idénticas das cadeias originalmente desejadas. A
polimerase adiciona os nucledtidos disponiveis a extremidade 3’-OH dos iniciadores ligados. A
extensdo destes ocorre a aproximadamente 72°C durante 1-5 minutos. A polimerase de DNA perde
atividade ao longo dos sucessivos ciclos da PCR dada a temperatura elevada a que ocorre a amplificagéo.
Apds 30 ciclos, dado que apds cada ciclo ocorre um aumento exponencial do n°® de fragmentos de DNA,
teoricamente teremos um nimero total de fragmentos de DNA amplificados que incluem as sequéncias
entre os iniciadores de PCR, que correspondem a 2", onde n é o nimero de ciclos (Mohini & Deshpande,
2010) contudo, dado que a eficiéncia da PCR ndo é de 100%, teremos sempre um n° de copias inferior
a2

Ap0s o Ultimo ciclo, as amostras sdo geralmente incubadas a 72°C durante 5 minutos para
completar as extremidades dos produtos de PCR recentemente sintetizados cuja sintese ndo foi
concluida. Para garantir o sucesso, deve-se ter cuidado tanto na preparagdo da mistura de reacdo como
na configuracdo dos ciclos. Aumentar o numero de ciclos acima de ~35 tem pouco efeito no rendimento
da amplificacdo/reacdo porque o platé reacional ocorre quando pelo menos um dos constituintes da
reacdo se esgota. A especificidade da amplificagdo depende da eficiéncia com que os iniciadores
reconhecem a sequéncia que lhe é complementar podendo eventualmente ligar-se a sequéncias em que
a homologia ndo é completa, ou seja, ligar-se a sequéncias que ndo sao 0 DNA alvo pretendido (Mohini
& Deshpande, 2010). Para facilitar a sequenciacdo dos exdes foram inseridas nas sequéncias dos
iniciadores as sequéncias do fago M13; foram adicionadas aos iniciadores forward uma cauda 21M13F
e aos iniciadores reverse uma cauda M13R (as respetivas sequéncias e concentracdes iniciais das caudas
bem como as dos iniciadores encontram-se na tabela 8.1. dos anexos) (Schinas et al., 2004).

Todas as amplificacGes foram realizadas no termociclador Biometra Personal Cycler.

1.3.3. Amplificacdo enziméatica de DNA in vitro - PCR Simples

Numa reacdo de PCR simples usa-se um unico par de iniciadores e, amplifica-se um dnico
fragmento de DNA. As diversas reacfes de PCR simples realizadas no decorrer da parte experimental
do presente trabalho decorreram nas condicdes referidas nas tabelas 3.1. e 3.2.
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Tabela 3.1. — Condigdes das PCRs simples para os 29 exdes do gene TEX11.
30 volume de H20 é calculado através da seguinte formula: Volume de Reagdo — (3, Volume dos restantes reagentes)
bAs temperaturas de emparelhamento (T.E.) para cada exdo encontram-se na tabela 3.2.

Volume de
Reac¢io/Amostra: 40 pl 9 VOI/LLme de I
Reagente eagente/Amostra (ul)

H20: MG X X @
Lote: 52839 Val: 08/19
Tamp3o: AB 10x Ciclos | °C Min.
Lote: 1758669 Val: 4 1 2 2

ote: al: 95 1
dNTP's: 25 mM 1 35 TE® | 1
Data Dil.: 12/16 Lote: B1283/12 72 1
Primer F 100 wl 1 72 10

S 0,5-2 4-10 0
Data da Diluicdo: 2/15 ‘ V.2/20
Primer R ‘ 100 wl
R 0,5-2

Data da Diluicdo: 2/15 ‘ V.2/20
Outro: MgCl: 25 mM 6
Lote: 1832133 Val:
Taqg Polimerase: GoTaq |5  U/ul 0.12
Lote: 122581 Val: 07/17 ‘
DNA: 70-100mg/pl 1-2

Tabela 3.2. — Temperatura de emparelhamento (T.E.) em graus Celsius (°C) para os 29 exdes do gene TEX11.

Exao T.E.(°C) Exao T.E.(°C)
1 64 16 59
2 59 17 59
3 59 18 59
4 59 19 59

5-6 54 20 59

59 21 59

59 22 59

61 23 61
10 60 24 62
11 60 25 60
12 60 26 59
13 59 27 60
14 61 28 60
15 62 29 59

1.3.4. Amplificacdo enzimatica multipla de DNA in vitro - PCR Multipla

Na PCR mudltipla utiliza-se numa Unica mistura reacional mais do que um par de iniciadores
especificos, sendo possivel amplificar simultaneamente diversas regides do genoma. Embora os ciclos
de amplificacdo possam ser idénticos aos usados huma PCR simples, a otimizacdo da PCR multipla é
mais problemética, pode requerer varios ensaios em que se experimentam diversas concentragdes de
iniciadores, temperaturas de emparelhamento e tamp®es, por forma a obter amplificacdes especificas e
guantitativamente semelhantes. Os iniciadores a usar deverdo possuir uma temperatura de
emparelhamento proxima e deverdo originar fragmentos facilmente distinguiveis ap6s separacao
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eletroforética em gel de agarose (que na realizacdo deste estudo foi o método utilizado para a analise
dos resultados da PCR).

As diversas reacdes de PCR multiplas realizadas no decorrer da parte experimental do presente
trabalho decorreram nas condigdes referidas nas tabelas 3.3., 3.4 e 3.5.

Tabela 3.3. - Condigdes da PCRs multipla para o multiplex M5 do gene TEX11.

20 volume de H20 é calculado através da seguinte formula: Volume de Reagio — (3, Volume dos restantes reagentes)
bAs temperaturas de emparelhamento (T.E.) para cada multiplex encontram-se na tabela 3.5.

Volume de
Reacdo/Amostra: 50 pul VoI/ume de
Reagente Reagente/Amostra (ul)
H20: MG X x @
Lote: 52839 Val: 08/19
Lote: 1758669 Val: > 1 3 2
ote: al: 3 1
dNTP's: 25 mM 1 35 TE® | 1
Data Dil.: 12/16 Lote: BI283/12 72 1
Iniciadores F 100 ul 1 72 10
P 0,5-2 4-10 00
Data da Diluigdo: 2/15 ‘ V.2/20
Iniciadores R (100 05a
Data da Diluigdo: 2/15 ‘ V.2/20 '
Outro: MgCl2 25 mM 6
Lote: 1832133 Val:
Taq Polimerase: GoTaq |5 U/ul 0.12
Lote: 122581 Val: 07/17 ’
DNA: 70-100ng/ul 1-2
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Tabela 3.4. — Condigdes das PCRs multiplas para os multiplex M3 a M10 exceto M5 do gene TEX11.

30 volume de H20 é calculado através da seguinte formula: Volume de Reagio — (3, Volumes dos restantes reagentes)
bAs temperaturas de emparelhamento (T.E.) para cada multiplex encontram-se na tabela 3.5.

°Este tampéo ¢ preparado no Departamento de Genética Humana do Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge pelo
que ndo tem um lote associado.

Volume de
Reac&o/Amostra: 50 pl Volume de

Reagente Reagente/Amostra (ul)
H20: MG X X @
Lote: 52839 Val: 08/19
Tampao: Paris 10x - =
Lote:© Val: 03/23 ° ?CIOS ;(5: 2" -
dNTP's: 25 mM 95 1
Data Dil.: 12/16 Lote: BI283/12 . 35 ;E-(b) 1
Iniciadores F 100 wl
Data da Diluigéo: 2/15 | v.2/20 052 ’ T =
Iniciadores R ‘ 100 wl 052
Data da Diluigéo: 2/15 | v.2/20 ‘
Taq Polimerase: GoTaq |5 U/ul 012
Lote: 122581 Val: 07/17
DNA: 70-100ng/pl 1-2

Tabela 3.5. — Temperatura de emparelhamento (T.E.) em graus Celsius (°C) e distribuicéo dos exdes para os respetivos
multiplex.

Multiplex Exdes T.E.(°C)
M3 Ex.12; Ex.14; Ex.23; Ex.28 65
M4 Ex.21; Ex.22; Ex.26; Ex.29 56
M5 Ex.16; Ex.17; Ex.18; Ex.20 58

M6 Ex.1; Ex.19; Ex.27 60
M7 Ex.4; Ex.11; Ex.15; Ex.25 60
M8 Ex.3; Ex.7; Ex.10; Ex.13 58
M9 Ex.2; Ex.8; Ex.24 56
M10 Ex.9; Ex.5-6 54
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1.4. Sequenciacdo Nucleotidica de DNA

A técnica de sequenciacdo de DNA é o processo através do qual se determina a sequéncia de
nucledtidos que constituem um determinado fragmento de DNA, permitindo a detecdo de possiveis
alteracBes (mutacbes pontuais ou pequenas delecdes e inser¢bes), quando em comparacdo com a
sequéncia normal de referéncia.

As eletroforeses das reagcOes de sequenciacdo foram realizadas na Unidade de Tecnologia e
Inovacéo do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (UTI-INSA).

1.4.1. Sequenciacdo nucleotidica de DNA sequndo o método de Sanger

Esta metodologia, considerada de referéncia para a identificacdo da sequéncia de nucledtidos de
um dado segmento de DNA, pode ser utilizada para confirmacdo de resultados obtidos por outras
metodologias,. No que concerne o presente estudo e particularmente no que diz respeito ao trabalho
experimental, a sequenciacdo pelo método de Sanger foi utilizada para confirmacgdo das alteracGes
encontradas por NGS, como ja anteriormente referido.

Dado que a separagdo eletroforética em gel dos fragmentos de DNA, segundo o método
desenvolvido por Sanger, era muito morosa foi posteriormente desenvolvida uma técnica de
sequenciacdo automatizada (Luckey et al., 1990) baseada na incorporagdo na cadeia de DNA sintetizada
de dNTPs ligados a fluorocromos. Embora o principio quimico da reacdo de sequenciacdo se tenha
mantido o mesmo, a automatizacdo ocorreu devido principalmente ao desenvolvimento de sistemas de
detecdo da fluorescéncia emitida por diferentes fluorocromos, a anélise dos fragmentos de DNA em
tempo real durante a eletroforese e ao respetivo registo da sequéncia do DNA sem a interferéncia de um
operador (Prober et al., 1987).

Nestas reacOes de sequenciagdo, a cada ddNTP esta acoplado um fluorocromo diferente, ou seja,
a cada ddNTP incorporado na cadeia de DNA corresponde uma determinada fluorescéncia com
comprimento de onda caracteristico. Cada fragmento de DNA sintetizado é entdo simultaneamente
terminado e marcado por um unico ddNTP, ao qual corresponde uma cor especifica (Prober et al., 1987
e Hutchison, 2007). Nestas condices, é possivel realizar as rea¢des de sequencia¢do com cada um dos
ddNTPs num Unico tubo e aplicar o produto desta reacdo num capilar com gel de poliacrilamida
(Swerdlow & Gesteland, 1990), uma vez que o detetor de fluorescéncia é capaz de distinguir a radiacdo
emitida por cada um dos fluorocromos, apos a sua excitagio por radiacdo laser. E assim possivel
determinar o Ultimo nucleotideo adicionado a cada sequéncia. Atendendo & automatizacdo do sistema,
a sequéncia é lida diretamente no capilar durante a eletroforese (em tempo real), a medida que os
fragmentos passam em frente do detetor, sendo posteriormente impressa de forma legivel
(eletroferograma) (Prober et al., 1987 e Hutchison, 2007).

Antes de os produtos das PCRs simples serem sequenciados por Sanger foram realizadas duas
reacOes: purificacdo e sequenciacdo. As condi¢des de ambas as reagdes encontram-se nas tabelas 3.6. e
3.7. respetivamente.

Tabela 3.6. — Condigdes das Reagdes de Purificagdo dos produtos das PCRs simples.

Reagente Volume Ciclos | °C Min.
Produto de PCR 7uL 1 37 15
ExoStar 1 80 15
2uL
Lote: 9745617 4 00
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Tabela 3.7. — Condiges das ReacGes de Sequenciagdo. Foram sequenciados os exdes 1, 3, 4, 5-6, 8, 9, 11, 12, 15, 18, 22,
23, 25, 26, 27 e 28.

30 volume de H20 é calculado através da seguinte formula: Volume de Reagio — (3, Volumes dos restantes reagentes)
bAs temperaturas de emparelhamento (T.E.) para cada exdo encontram-se na tabela 3.2.

Volume de
Reag&o/Amostra: 10 ul Volume de
Reagente Reagente/Amostra (ul)
H20: MG X X @
Lote: 52839 Val: 08/19 Ciclos | °C Min.
Tamp&o de Sequenciagdo | 5x 1 95 5
1,75 95 1
Lote: 1705184 Val:11/18
Iniciad 4 m 35 TE® |1
niciador mo
_ Pmot/u 1 72 1
Data da Diluicdo: 2/15 V.2/20 1 72 10
BigDye x | x o 4-10 ©
Lote: 1709098 Val: 05/19 ‘
Produto de PCR Purificado | x ‘ X 1-2

1.4.2 Sequenciacdo nucleotidica de DNA: Sequenciacdo de Nova Geracdo

A procura de novas tecnologias que fornecam informagfes gendmicas répidas, menos
dispendiosas e precisas nunca foi maior. Este desafio catalisou o rapido desenvolvimento dos avangos
na NGS. A producdo de grandes volumes de dados e a sua velocidade de aquisigdo sdo as principais
vantagens em relacdo aos métodos anteriores (Bahassi & Stambrook, 2014). Embora a tecnologia NGS
inicialmente tenha sido utilizada para estudar genomas completos, surgiu uma variedade de abordagens
dirigidas a regides especificas do genoma (Koboldt, Steinberg, Larson, Wilson, & Mardis, 2014).

Para a pesquisa de alteragdes moleculares no gene em causa, em homens azoospérmicos, foi
utilizada esta tecnologia (usando os produtos das PCR multiplas), visando a identificagdo de alteracdes
moleculares pontuais que possam afetar a fungdo do gene/proteina e a espermatogénese; para este estudo
foi utilizado o equipamento de NGS MiSeq da Illumina® e o kit de preparacdo de bibliotecas Nextera
XT da lHllumina®.

1.4.2.1 Passos do Procedimento Experimental de Sequenciacdo de Nova Geragéo

Passo 1: Purificacao dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi efetuada através da tecnologia de separacdo por beads
magnéticas da Agentcourt AMPure XP. O procedimento de trabalho foi realizado em 6 passos descritos
abaixo (Figura 3.2.).

.9 g 0§ b, A
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Figura 3.2. — Passos da purificacdo dos produtos de PCR - tecnologia de separagédo por beads magnéticas da Agentcourt
AMPure XP. Adaptado de Beckman, 2016.
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Adicionar 1,8uL de beads magnéticas AMPure XP por 1,0uL de amostra;

Ligacdo dos fragmentos de DNA as beads paramagnéticas;

Separacdo das beads ligadas aos fragmentos de DNA dos contaminantes;

Lavar das beads+DNA duas vezes com etanol a 70% para remover 0s contaminantes;
Eluir os fragmentos de DNA purificados das beads;

Transferir para uma placa nova (Beckman Coulter, 2016).

o kcwbhE

Passo 2: Quantificacdo do DNA purificado

A quantificacdo do DNA purificado no passo anterior foi realizada através da plataforma Qubit
utilizando o kit de quantificagdo Broad Range (BR) da ThermoFisher Scientific.

Passo 3: Diluicao das amostras para 0,2 ng/uL

Passo 4: Preparacdo de bibliotecas de NGS com o Kit Nextera XT

A preparacéo de bibliotecas de DNA genomico utilizando o Nextera DNA Sample Prep Kit da
Illumina®, é realizada com recurso a uma enzima transposase, que simultaneamente fragmenta e marca
0 DNA numa reacdo denominada "tagmentacdo”. A enzima possui atividade dupla; fragmenta o DNA
e, simultaneamente, adiciona adaptadores especificos em ambas as extremidades dos fragmentos. Estas
sequéncias de adaptadores sdo usadas para amplificar o DNA por PCR. Também sdo adicionados indices
(sequencias especificas que vao permitir identificar individualmente as amostras) a reacdo de PCR. Este
procedimento de preparagdo é melhor que o dos protocolos tradicionais, combinando a fragmentagédo do
DNA e a ligacéo dos adaptadores num tnico passo (Head et al., 2014). Ver figura 3.3.

Transposases DNA genémico

~ 300

4 Tagmentation

| ———! =iy
~ 300
\ 4
b
Iniciador de Sequenciacéao da leitura 1 N7
¥ Amplificagdo por PCR
| -

Fragmento pronto para Sequenciagéo

Figura 3.3. — Passos do Procedimento Experimental Nextera XT. Adaptado de Illumina, 2016.
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Passo 5: Sequenciacdo por Sintese

Esta abordagem permite que cada fragmento seja sequenciado nas duas direcdes, a partir de cada
uma das extremidades numa biblioteca de fragmentos e o alinhamento das leituras direta e reversa como
pares de leitura.

A sequenciagdo por sintese envolve trés passos (ver figura 3.4.):

1. Os adaptadores sdo ligados as extremidades dos fragmentos.

2. Os fragmentos ligam-se a flow-cell carregada com iniciadores e as rea¢fes de PCR por ponte
amplificam cada fragmento ligado para produzir aglomerados de fragmentos (clusters).

3. Durante cada ciclo de sequenciacdo, é adicionado um nucleétido terminal marcado com um
fluordforo, com a particularidade de ser reversivel, as cadeias em sequencia¢do. Em cada ciclo
de sequenciacédo os fluoréforos de todos os fragmentos séo excitados por um laser e é captada
uma imagem dos sinais de cada cluster. Em seguida, tanto o fluorocromo como o terminador do
nucleotido incorporado sdo removidos, sendo o nucledtido incorporado revertido ao seu estado
natural, permitindo a adi¢cdo de um novo nucleétido a cadeia de DNA em crescimento/sintese,
no ciclo de sequenciagdo seguinte.

_},___/H IHH - !'i'-/

Emparelhamento
aleatorio das
bibliotecas de DNA
a flow-cell.

Fragmento Emparelhamento Ligagao a flow-cell
dos adaptadores
B A B 7 - 1
O i R e T R LA T
/-ﬁ .- . —Zfﬁ\‘_ - —/>1 | - .// PCR por ponte.
e = /! = y
Ligag&o do iniciador Extensdo da PCR Dissociagédo

) ,
D "/ T ’/“ i 3
/ Sequenciagdo por

/
,—w—l'i — — / n/ Sintese — 0s
| /€ f— dDNTP’s séo
’ /r III 7 — @ Q / G/ marcados

L 7 fluorescentemente e

Formacao dos Clusters terminados

reversivelmente.

/

Sequenciagdo Scanning do Sinal

Figura 3.4. - Fundamento da Sequenciagéo por Sintese. Adaptado de http://www.3402bioinformaticsgroup.com/service/.

Tabela 3.8. - Condigdes da sequenciacéo de nova geracao.

Equipamento

MiSeq Illumina®

Data 25/09/2017
Workflow PCR Amplicon
Indices/amostra | 2

Flow cell, Reads

Nano V2, 2x250pb
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Passo 6: Analise dos Resultados

A anélise dos resultados da sequenciacdo de NGS foi realizada em trés fases distintas, as duas
primeiras analises foram realizadas no equipamento de sequenciacdo, no caso do presente estudo, no
MiSeq Illumina® e a andlise terciaria foi realizada através de outros programas exteriores ao
equipamento (ver ponto 1.6.2.):

1. Andlise primaria: anélise da qualidade da corrida [Sequencing Analysis Viewer (SAV) v1.8.46]

e das amostras (FastQC v0.11.5).

2. Anélise secundaria: - alinhamento e mapeamento das leituras (BWA) e variant calling (GATK)

- MiSeq Reporter v2.6.2. Despiste de contaminacdes (Fastq screen v0.9.3). Dos dois primeiros

programas resultam os ficheiros BAM e VCF, respetivamente, que sdo utilizados na anélise

terciaria.
3. Analise terciaria: visualizacdo e analise das alteragdes (ver ponto 1.6.2.).

1.5. Restricdo Enzimatica

As enzimas de restricdo sdo, enzimas bacterianas que reconhecem sequéncias especificas na
cadeia de DNA, com extrema precisdo, chamadas de locais de restricao, e que posteriormente cortam as
duas cadeias de DNA no proprio local ou nas proximidades. Estas enzimas cortam/hidrolizam o DNA
num conjunto de fragmentos especificos designados fragmentos de restricdo (Lodish et al., 2000 e
Pingoud, Wilson, & Wende, 2014).

Estas enzimas sdo importantes ferramentas para a identificacao de alteragdes na cadeia de DNA,
as quais podem estar ou ndo associadas a determinada caracteristica ou doenga (Loenen, Dryden,
Raleigh, Wilson, & Murray, 2014). Para um determinado segmento de DNA em andlise, é indispensavel
gue a enzima escolhida origine padrGes de restricdo diferentes entre a sequéncia alterada e a sequéncia
normal. Assim, serd possivel distinguir facilmente, por recurso a eletroforese em gel de agarose, as
amostras nas quais ocorreu uma determinada alteracao.

Por recurso a programas especificos que simulam a restricdo das endonucleases face a um dado
segmento de DNA que se pretende analisar, é possivel selecionar a enzima que origina um padrdo de
restricdo mais informativo, ou mais adequado em funcdo do objetivo pretendido. A escolha das enzimas
de restricdo utilizadas no ambito deste trabalho, foi realizada utilizando o programa NEBCutter
(disponivel on-line em: http://nc2.neb.com/NEBcutter2) (Vincze, Posfai, & Roberts, 2003).

As enzimas utilizadas foram a Haelll para a alteracdo ¢.450C>T, e a Hphl para a alteracéo
€.942C>T, (Tabelas 3.9. e 3.10.) e as condigdes de cada ensaio para cada uma das enzimas encontram-
se nas Tabelas 3.11. e 3.12. Deste modo, para pesquisa das alteracfes potencialmente patogénicas na
populacdo de homens férteis, foram analisados por restricdo enzimatica os fragmentos ex.5-6 e ex.11,
amplificados por PCR simples, obtidos de 102 homens férteis. Nestes ensaios foram incluidas também,
para comparacdo e como amostras controlo, as duas amostras nas quais foram encontradas as alteracoes
referidas anteriormente.
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Tabela 3.9. — Informagbes do NEBCutter para escolha das enzimas de restri¢io (exdo 5-6). Na tabela estdo representadas
as sequéncias parciais, normal e alterada, do fragmento de DNA do ex&o 5-6 do gene TEX11, submetidas ao NEBCutter para
determinacédo do seu padrdo de restri¢do e escolha da endonuclease mais apropriada/informativa face a alteragdo ¢.450C>T.
Através da utilizacdo deste programa foi possivel verificar que a enzima de restricdo Haelll na sequéncia normal possuia dois
sitios de restricdo e na sequéncia alterada, um desses sitios desaparecia. A sombreado vermelho podemos ver a posigdo em que
se encontra a alteracdo, quer na sequéncia normal quer na sequéncia alterada. A sombreado cinzento encontra-se a sequéncia
nucleotidica parcial do exdo e sem sombreado a sequéncia nucleotidica parcial do intrdo. Encontra-se apenas representado (pela
seta a preto) um Unico sitio de restricdo. Encontram-se ainda representados na tabela os fragmentos esperados apds a restri¢do
enzimatica para as amostras normais e alteradas.

TEX 11 - Ex.5-6 (571pb)

Sequéncia Parcial Normal

Sequéncia Parcial Alterada

5’ AAGCTGCTGTGG | CBGTAAGTTACC-3

5’-AAGCTGCTGTGGCHGTAAGTTACC-3’

Tamanho do Fragmento
Esperado (pb)

318,229e 24

547 e 24

Tabela 3.10. - Informagbes do NEBCutter para escolha das enzimas de restricdo (ex@o 11). Na tabela encontram-se
representadas as sequéncias parciais, normal e alterada, do fragmento de DNA do exdo 11 do gene TEX11, submetidas ao
NEBCutter para determinacdo do seu padrdo de restricdo e escolha da endonuclease mais apropriada/informativa face a
alteracdo ¢.942C>T. Atraveés da utilizagdo do NEBCutter podemos verificar que na sequéncia normal a enzima de restri¢cdo
Hphl ndo possui nenhum sitio de restricdo e que na sequéncia alterada, é criado um sitio de restricdo para esta enzima. A
sombreado vermelho podemos ver a posi¢do em que se encontra a alteracdo, quer na sequéncia normal quer na sequéncia
alterada. A sombreado cinzento encontra-se a sequéncia nucleotidica parcial do exdo. O sitio de restricdo encontra-se
representado pela seta a preto. A sublinhado esté representado o sitio de reconhecimento da enzima Hph1.

Encontram-se ainda representados na tabela os fragmentos esperados ap6s a restri¢cdo enzimatica para as amostras normais e

alteradas.

TEX 11 - Ex.11 (404pb)

Sequéncia Parcial Normal

Sequéncia Parcial Alterada

5°-GGBGAAACATCTAATGAAGAACTC-3’

5°- GGEGAAACATCT | AATGAAGAACTC -3’

Tamanho do Fragmento

404

Esperado (pb)

251 e 153

Tabela 3.11. — Condigdes do ensaio de restrigdo enzimatica para a enzima Haelll. A restricdo enzimética foi realizada a
38°C em banho maria, over night, tendo os fragmentos resultantes sido visualizados em gel 2% de agarose Seakem® LE.

A
Volume de
Reac&o/Amostra: 15 pl Volume de

Reagente Reagente/Amostra (ul)
H20: MG X x
Lote: 52839 Val: 08/19 0
Tampdo: Buffer C 10x 15
Lote: 19303727 Val: 2/14
Enzima: Haelll 10 U/l )
Marca: Promega
BSA 10 mg/uL 15
Lote: P081612 Val: 8/14
Produto de PCR X X 10
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Volume de
Reac&o/Amostra: 15 pl Volume de

Reagente Reagente/Amostra (ul)

H20: MG X x

Lote: 52839 Val: 08/19 Lo

Tampéo: M 10x

Lote: A101-2 Val: 03/1997 L

Enzima: Haelll 10 U/uL

Marca: Amersham 2

Produto de PCR ‘ X ‘ X 10

Tabela 3.12. — Condig¢des do ensaio de restri¢cdo enzimatica para a enzima Hphl. A restri¢do enzimética foi realizada a
38°C em banho maria, over night, tendo os fragmentos resultantes sido visualizados em gel 2% de agarose Seakem® LE.

Volume de
Reacdo/Amostra: 15 pl Volume de

Reagente Reagente/Amostra (ul)

H20: MG X ‘ X 25

Lote: 52839 Val: 08/19 ’

Tampéo: NEB4 10x

Lote: 0300 x ‘ x Lo

Enzima: Hphl 5 u/uL 3

Marca: New England Biolabs

Produto de PCR ‘ X ‘ X 3

1.6. Analise de Resultados

A analise de resultados foi efetuada em funcdo dos diferentes tipos de resultados obtidos,
compreendeu quatro fases distintas: i) PCRs simples e multiplas, ii) Sequenciagdo de nova geracao, iii)
Sequenciacdo de Sanger e iv) Restri¢do enzimatica.

1.6.1 PCRs multiplas

Na primeira fase os resultados das PCRs multiplas foram analisados através de eletroforese em
gel de agarose a 2/3% em TAE1x utilizando uma mistura de agaroses Seakem® LE + Nusieve® 3:1
submetidos a 70V num periodo compreendido entre os 60-70 minutos e posterior visualiza¢do através
de UV dos fragmentos amplificados para os exdes em causa - visualizacdo de bandas presentes no gel
em comparacgdo com o marcador molecular 100bp e de acordo com o tamanho previsto.

1.6.2 Sequenciacdo de Nova Geracdo

Os resultados da NGS foram analisados através do programa Integrative Genomics Viewer
(IGV). O IGV é um visualizador de dados de alto desempenho que lida de forma eficiente com grandes
conjuntos de dados heterogéneos. Uma caracteristica-chave do IGV é o foco na natureza integradora
dos estudos gendmicos, com suporte para dados de NGS e a integracdo de dados clinicos e fenotipicos.
A sua principal funcéo é apoiar os investigadores na visualizacdo dos seus proprios dados. Para isso, 0
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IGV suporta o carregamento flexivel de conjuntos de dados locais e remotos e estd otimizado para uma
visualizacdo e exploracdo de dados de alto desempenho (Thorvaldsdottir, Robinson, & Mesirov, 2012).

Para visualizar os dados no IGV, sdo utilizados os ficheiros BAM e VCF gerados na analise dos
resultados brutos da NGS, como referido acima. Para cada uma das amostras, através dos dados obtidos
pelos ficheiros VVCF, foi construida uma tabela com todas as alteracfes encontradas (Tabela 8.5. dos
Anexos); desta tabela foram excluidas (ndo consideradas) todas as alteragdes que apresentaram oS
seguintes parametros: LowGQ (Low Genotype Quality), LowGQ/LowGQX; LowVariantFreq (Low
Variant Frequency) e R8 (Homopolymer Repeat), os dois primeiros referem-se a leituras de baixa
qualidade, o seguinte é relativo a alterac6es detetadas com frequéncia baixa ou pouco representadas, e
o Ultimo refere-se a alteragdes em repeti¢cbes de homopolimeros. Foram ainda excluidas alteracdes que
apresentassem uma cobertura abaixo das 20 leituras e que se encontrassem fora da zona flanqueada
pelos iniciadores. Ver figura 3.9.
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Figura 3.5. — Representacao de um exemplo do que pode ser visualizado no programa IGV. Na primeira imagem podemos
observar (i) posigéo da alteragdo no cromossoma X (ii) nimero de vezes que essa alteragéo foi lida (nimero de leituras). Na
imagem de baixo podemos observar mais informagfes sobre a alteragdo (iii) qual o alelo alternativo, (iv) se os
filtros LowGQ, LowGQ/LowGQX, LowVariantFreq e R8 foram aplicados, que neste caso ndo foram, bem como
se (v) a alteracdo se situa no intrdo ou no exdo. Podemos ainda observar (vi) a sequéncia de referéncia (Human
hg19) assim como (vii) 0 cromossoma que estamos a visualizar (chrX) e (viii) as coordenadas do gene.

Apos a selecdo anteriormente referida, procedeu-se a avaliagdo do significado das alteracoes
encontradas, consideradas relevantes para o presente estudo.

Como se sabe, milhares de alteraces séo identificadas por NGS, e embora muitas afetem
diretamente a expressao da proteina ou a sua estrutura e fungdo, acredita-se que uma porgao crescente
de alteracGes devera afetar o splicing/processamento do mRNA. Para além das alteracOes localizadas
nas sequéncias consensus/conservadas dos sitios dadores e aceitadores de splicing, as alteracdes
sindnimas, ndo-sindnimas ou sem sentido também podem criar novos sitios de splicing ou afetar a
eficiéncia do splicing normal (Desmet et al., 2009).

1.6.1.1 Splicing do RNA

O splicing/processamento do pré-mRNA é um processo essencial, regulado com precisdo, que
ocorre apos a transcrigdo do gene e antes da traducdo do mMRNA. Este processo comega com a montagem
ordenada e a agdo coordenada das SnRNPs U1, U2, U4, U5 e U6 (as SnRNPs sdo pequenas particulas de
ribonucleoproteinas nucleares) e proteinas ndo-snRNP no pré-mRNA. Cada particula ShARNP contém
uma pequena molécula de RNA nuclear (SnRNA) e vérias proteinas. O complexo de snRNPs e ndo
snRNPs é chamado de spliceossoma. O processo de splicing do pré-mRNA pode ser dividido em trés
etapas definidas em seguida (Wang & Burge, 2008, «Molecular Biology Web Book - RNA splicing»,
2018 e «Human Splicing Finder - Version 3.1», 2018).

o Formagéo do complexo de compromisso

O reconhecimento preciso das juncBes entre o intrdo e o exdo (sitios de splicing) e o
emparelhamento correto do sitio de splicing 5’ com o seu sitio de splicing 3° correspondente € critico
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para a selecdo do sitio de splicing. E durante a formagao do complexo de compromisso que os sitios de
splicing séo reconhecidos pela primeira vez por componentes do spliceossoma, com o auxilio de certas
proteinas ndo-spliceossomicas («Molecular Biology Web Book - RNA splicing», 2018 e «Human
Splicing Finder - Version 3.1», 2018).

o Criacao de sitios cataliticos

Um numero de interagdes dindmicas, incluindo interagdes pré-mRNA-snRNA, bem como
interacdes pré-mRNA-proteina e proteina-proteina, reinem os locais reativos no pre-mRNA e criam 0s
locais cataliticos para as reacdes de transesterificacdo («Molecular Biology Web Book - RNA splicing»,
2018 e «Human Splicing Finder - Version 3.1», 2018).

o Reag0es de transesterificacéo

A clivagem e reacdo de ligacdo necessarias para remocao de intrGes e ligacdo dos exdes
prosseguem através de duas reagdes de transesterificagdo. Na primeira reagdo, a extremidade 5’ do exdo
¢ clivada e a extremidade 5’ do intrdo é ligada ao branch point, criando a estrutura de lariat do intrdo. A
segunda reacdo ocorre quando a extremidade 3’ livre do exdo ¢ unida ao exdo a jusante, resultando na
ligacdo dos exdes e na libertacdo da sequéncia intronica (Z. Wang & Burge, 2008 e «<Human Splicing
Finder - Version 3.1», 2018).

A natureza e a funcdo dos componentes da maquinaria de splicing bem como sua componente
bioguimica sdo bem conhecidas. No entanto, a questdo de como os locais de splicing sdo selecionados
in vivo permanece um pouco incerta. Por outro lado, sabe-se que existem sequéncias auxiliares de acdo
cis que podem influenciar o reconhecimento dos locais de splicing. Estas sequéncias sdo conhecidas
como intensificadores de splicing (ESE — Exonic Splicing Enhancer) e sequéncias inibidoras de splicing
(ESS — Exonic Splicing Silencer) e parecem ajudar a regular o splicing alternativo (Robberson, Cote,
& Berget, 1990, Talerico & Berget, 1994, Berget, 1995, G. Wang & Cooper, 2007, Z. Wang & Burge,
2008 e «Human Splicing Finder - Version 3.1», 2018).

1.6.1.2 Anélise in silico de altera¢des moleculares

Para avaliar as consequéncias de alteracBes ocorridas em genes ao nivel do splicing, foi
desenvolvido o Human Splicing Finder (HSF) (disponivel on-line em: http://www.umd.be/HSF3), uma
ferramenta que prevé os efeitos das alteracfes nos sitios de splicing ou identifica motivos de splicing
em qualquer sequéncia de DNA humana (Desmet et al., 2009). Dado que a maioria das alteragdes
encontradas se situavam em intrdes ou no fim das sequéncias exonicas para além do HSF foram
utilizadas outras ferramentas informéticas para avaliar as consequéncias funcionais de alteracdes
missense. Através da base de dados Ensembl, usou-se o Variant Effect Predictor (VEP) (disponivel on-
line em: https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) que inclui dois outros programas, o
SIFT e o PolyPhen. O SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) usa a homologia de sequéncia para
prever se a substituicdo de um aminoacido afetara a fungdo da proteina e, portanto, se podera estar
associado a determinado fenétipo patoldgico (Ng & Henikoff, 2003). O PolyPhen, é também usado
para prever o efeito de determinada alteracdo na funcdo da proteina (Ramensky, Bork, & Sunyaev,
2002). Como estes dois programas se encontram inseridos no VEP, sdo usados secundariamente através
do algoritmo do programa principal. O terceiro programa utilizado foi o Alamut Visual Software, que é
um navegador genético que suporta genes humanos (codificacdo proteica, codificacdo ndo-proteica e
pseudogenes), e que oferece uma interface com anotacdes relevantes retiradas de bases de dados
publicas, como NCBI, EBI, UCSC e compativel com a nomenclatura HGVS. Permite reportar variantes
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e inclui sugestdes de patogenicidade retiradas de fontes externas. O impacto funcional das variantes é
avaliado através de ferramentas informéaticas de previsdo: ferramentas de previsdo de splicing
(SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, NNSPLICE, GeneSplicer), ferramentas ESS e ESE, ferramentas de
previsdo de alteragdes missense (Align GVGD, SIFT, MutationTaster, PolyPhen-2, KD4v) («Features of
Alamut Visual a Human Variant Interpretation Software», 2018). Dado que o Alamut Visual Software
tem custos de utilizacdo, foi solicitada uma licenca de 30 dias para fazer a analise de todas as alteracGes
encontradas. Todos estes programas permitem analisar in silico tipos de alterac6es especificos e prever
o0 seu efeito/consequéncia ao nivel do splicing e/ou da proteina.

1.6.3 Sequenciacdo de Sanger

Ap0s a andlise in silico das alteracdes encontradas por NGS, as mesmas foram confirmadas por
sequenciacdo de Sanger num numero selecionado de amostras (3 a 4 amostras). Esta confirmacao
compreendeu a execucdo de PCRs simples com as mesmas condicdes referidas no ponto 1.3.3 deste
capitulo. Foram sequenciados os exfes 1, 3, 4, 5-6, 8, 9, 11, 12, 15, 18, 22, 23, 25, 26, 27 ¢ 28 e
posteriormente analisados os respetivos eletroferogramas.

1.6.4 Restricdo Enzimética

Os resultados da restricdo enziméatica foram analisados atraves de eletroforeses em gel de
agarose Seakem® LE 2% em TAE1x submetidos a 70V num periodo compreendido entre os 60-70
minutos e pela posterior visualizacdo dos fragmentos de restricdo tendo em conta as bandas presentes
no gel em comparagdo com o marcador molecular 100bp através de UV e com as amostras controlo.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS

1. Resultados

Através da abordagem metodoldgica referida no capitulo anterior foi possivel a obtencdo dos
resultados que sdo apresentados de seguida. E relevante recordar que o objetivo da presente dissertacdo
compreendeu a pesquisa de alteragbes no gene TEX11 em homens azoospérmicos da populagdo
portuguesa e assim, contribuir para a caracterizagcdo molecular do gene em questéo.

Os resultados estdo divididos em trés grupos tendo em conta 0 modo como foi desenvolvido o
trabalho experimental.

1.1 PCRs Multiplas

Em primeiro lugar, apos a realizagéo das metodologias acima referidas, em particular através da
abordagem de PCRs mudltiplas, foram amplificados todos os ex6es de TEX11 por grupos de amostras,
para as 80 amostras analisadas, assim como para 0s 3 controlos. Para cada uma delas foram realizadas
eletroforeses em gel de agarose conforme ilustrado na Figura 4.1. Em cada gel podem ser identificados
os ex0es amplificados de acordo com os iniciadores especificos usados e com o peso molecular do
respetivo fragmento, que se encontra referido na Tabela 8.1 dos Anexos, em comparagdo com o
marcador molecular 100bp.

[ L e o — —

—
=11 11
e

Figura 4.1. — Representacdo dos géis de agarose referentes aos multiplex. Na figura apresentam-se apenas os géis de agarose
para os respetivos 8 multiplex (M3-M10) de algumas das amostras; 0 marcador 100pb esta indicado com um M nas figuras. A
auséncia de amplificacdo para alguns fragmentos da amostra presente do canal 4 deve-se a uma menor concentracdo da amostra
usada, o ensaio foi posteriormente repetido com maior quantidade de DNA.

1.2 Sequenciacao de Nova Geragao
No que diz respeito a sequenciacao por NGS o valor de qualidade global das corridas (% bases
>Q30) foi de 82,4% e de 73,7% na primeira e segunda corridas respetivamente, sendo que o segundo

valor foi inferior as especificagdes minimas do fabricante para o tipo de kit utilizado (% bases >Q30 de
75%).
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Como referido anteriormente, foram sequenciadas por NGS 80 amostras e 3 controlos e 0s
resultados da sequenciacéo foram analisados in silico, através do programa IGV e das ferramentas on-
line anteriormente referidas. Todas as alteragcdes encontradas foram filtradas tendo em conta os
parametros que consideramos relevantes e que estdo descritos no capitulo anterior. Os dados obtidos por
NGS permitiram entéo a pesquisa de alteracGes ao longo do gene TEX11 para cada amostra.

Nas tabelas 4.1., 4.2. e 4.3. estdo compilados os dados recolhidos dos programas HSF, VEP e
Alamut Visual Software, respetivamente, bem como a informagéo acerca da influéncia de cada uma das
alteraces ao nivel do splicing e/ou da proteina. Todas as alteragfes ja conhecidas encontram-se na
Tabela 4.6. bem como a sua prevaléncia na populacdo (mundial, africana, europeia e da peninsula
ibérica).

Ap0s a andlise in silico foi possivel dividir as alteracdes em cinco grupos (Tabela 4.4.) e verificar
que cinco das alteracdes encontradas podiam ser classificadas como potencialmente patogénicas; estas
alteraces encontram-se representadas na Tabela 4.5. assim como os ex8es onde se localizam.

Tabela 4.1. — Alteracgdes encontradas por NGS e o seu impacto a nivel do splicing e da proteina. Resultados do programa
HSF.

ID (Obs.)-Observacdes sobre a alteragdo. ALTERACAO-Nome da alteracio (HGVS).

HSF-Human Splicing Finder. SIS-Sem impacto no splicing. PSIS-Provavelmente sem impacto no splicing. PAS-Potencial
alteragdo do splicing. NSAS-Novo sitio aceitador de splicing. NSDS-Novo sitio dador de splicing. QESE- Exonic Splicing
Enhancer quebrado. QESS- Exonic Splicing Silencer quebrado. NESS-Novo Exonic Splicing Silencer. NESE-Novo Exonic
Splicing Enhancer.

A sombreado encontram-se as alteracdes classificadas como potencialmente patogénicas.

ALTERACAO HSF
ID (Obs.) cDNA Proteina
rs184242530 €.2730+188C>A - PSIS
rs12010019 €.2730+137A>G - SIS
rs1536250 €.2566-3T>C - SIS
rs1536251 €.2566-4A>T - SIS
rs763757854 €.2566-47T>A - PSIS
rs41303711 €.2565+58T>C - PSIS
rs16991177 €.2541T>C p.Asp847= | PAS (NSAS e NESE)
rs12690066 €.2336-58G>A - PSIS
rs4844240 C.2319T>A p.Thr773= SIS
N&o descrita €.2112+39G>T - SIS
rs12014919 €.1995+124G>A - PSIS
rs201736085 €.1925-37A>G - SIS
rs1325094 €.1654-23C>T - SIS
rs5980983 €.1654-25A>G - PSIS
rs4844247 c.1351G>A p.Glu451Lys | PAS (QESE e QESS)
rs188603291 c.971-73G>A - PSIS
rs139872637 €.942C>T p.Gly314= PAS (NSDS)
rs6653304 €.889-27T>C - PSIS
rs5902674 €.738-16dupT - SIS
rs192923840 €.652-170T>C - PSIS
rs17301944 c.571-26T>C - SIS
rs147088100 c.450C>T p.Alal50= PAS (QESE)
rs6525433 ¢.389A>G p.Lys130Arg | PAS (NESS e QESE)
rs144220663 €.290-22T>C - SIS
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rs5937008 €.289+35G>A - SIS
Nao descrita €.204+30A>G - PSIS
Nao descrita €.82+60A>G - PSIS

Tabela 4.2. — Alteracdes encontradas por NGS e o seu impacto a nivel do splicing e da proteina. Resultados do programa

VEP.

ID (Obs.)-Observagdes sobre a alteragdo. ALTERACAO-Nome da alteracio (HGVS).
VEP-Variant Effect Predictor (Ensembl). PD/SEIS-Predicéo dificil/Sem evidéncia de impacto no splicing. SIFT-Sorting
Intolerant From Tolerant. PolyPhen-Polymorphism Phenotyping.
A sombreado encontram-se as alteragdes classificadas como potencialmente patogénicas.

ALTERACAO VEP
ID (Obs.) cDNA Proteina Informagéo/Consequéncia | Impacto no Splicing | SIFT PolyPhen
rs184242530 | ¢.2730+188C>A - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs12010019 | ¢.2730+137A>G - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs1536250 | c.2566-3T>C - Sitio aCEite}f,"é;f splicing - BAIXO - .
rs1536251 | c.2566-4A>T - Sitio aceitador de splicing - BAIXO . .
1vVS27
rs763757854 | ¢.2566-47T>A - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs41303711 €.2565+58T>C - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs16991177 €.2541T>C p.Asp847= Sinénima BAIXO - -
rs12690066 €.2336-58G>A - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs4844240 €.2319T>A p.Thr773= Sinénima BAIXO - -
N&o descrita | ¢.2112+39G>T - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs12014919 | c.1995+124G>A - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs201736085 | ¢.1925-37A>G - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs1325094 €.1654-23C>T - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs5980983 €.1654-25A>G - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs4844247 ¢.1351G>A p.Glu451Lys Missense MODERADO Tolerada | Benigna
rs188603291 €.971-73G>A - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs139872637 €.942C>T p.Gly314= Sinénima BAIXO - -
rs6653304 €.889-27T>C - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs5902674 €.738-16dupT - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs192923840 | ¢.652-170T>C - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs17301944 €.571-26T>C - Variante Intronica PD/SEIS - -
Patogénica
rs147088100 c.450C>T p.Alal50= Alteracdo no splicing BAIXO - -
Sinénima
rs6525433 c.389A>G p.Lys130Arg Missense MODERADO Tolerada | Benigna
rs144220663 €.290-22T>C - Variante Intronica PD/SEIS - -
rs5937008 €.289+35G>A - Variante Intronica PD/SEIS - -
N&o descrita | ¢.204+30A>G - Variante Intronica PD/SEIS - -
N&o descrita €.82+60A>G - Variante Intronica PD/SEIS - -
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Tabela 4.3. — Alteragbes encontradas por NGS e o seu impacto ao nivel do splicing e da proteina. Resultados do

programa Alamut Visual Software.

SIS-Sem impacto no splicing. PSIS-Provavelmente sem impacto no splicing. PAS-Potencial alteragdo do splicing. ESE-Exonic

Splicing Enhancer.

A sombreado encontram-se as alteragdes classificadas como potencialmente patogénicas.

ALTERACAO ALAMUT
ID (Obs.) cDNA Proteina Dadores de Splicing | Aceitadores de Splicing ESE
rs184242530 | ¢.2730+188C>A - SIS PSIS PAS
rs12010019 €.2730+137A>G - PAS PSIS PSIS
rs1536250 €.2566-3T>C - SIS PAS PAS
rs1536251 €.2566-4A>T - SIS PAS PAS
rs763757854 €.2566-47T>A - PAS SIS PAS
rs41303711 €.2565+58T>C - SIS SIS PAS
rs16991177 €.2541T>C p.Asp847= SIS PAS PAS
rs12690066 €.2336-58G>A - SIS SIS PAS
rs4844240 €.2319T>A p.Thr773= SIS SIS SIS
N&o descrita €.2112+39G>T - SIS SIS PAS
rs12014919 €.1995+124G>A - PAS PSIS PAS
rs201736085 €.1925-37A>G - SIS SIS PAS
rs1325094 €.1654-23C>T - SIS SIS PAS
rs5980983 €.1654-25A>G - SIS SIS PAS
rs4844247 c.1351G>A p.Glu451Lys SIS SIS PAS
rs188603291 €.971-73G>A - SIS PAS PSIS
rs139872637 €.942C>T p.Gly314= PAS PAS PAS
rs6653304 €.889-27T>C - SIS PSIS PSIS
rs5902674 €.738-16dupT - SIS PSIS SIS
rs192923840 €.652-170T>C - SIS PAS PAS
rs17301944 €.571-26T>C - SIS PSIS SIS
rs147088100 c.450C>T p.Alal50= PAS PSIS SIS
rs6525433 €.389A>G p.Lys130Arg SIS PSIS PAS
rs144220663 €.290-22T>C - SIS PSIS PSIS
rs5937008 €.289+35G>A - PAS PSIS SIS
N&o descrita €.204+30A>G - PSIS PAS PAS
N&o descrita €.82+60A>G - PAS PSIS SIS

Tabela 4.4. — Classificacdo das alteracfes encontradas através da NGS.

Total de Amostras

AUERERED (Frequéncia)
i.Benignas
.2319T>A | 80 (1,000)
ii.Provavelmente benignas
.889-27T>C 4 (0,051)
€.571-26T>C 7 (0,088)
€.290-22T>C 1(0,013)
iii.Patogenicidade desconhecida/Predicédo dificil

.2730+188C>A 1(0,013)
.2730+137A>G 1(0,013)
€.2566-3T>C 69 (0,863)
.2566-4A>T 69 (0,863)
€.2566-47T>A 1(0,013)
€.2565+58T>C 3(0,038)
€.2336-58G>A 1(0,013)
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€.2112+39G>T 1(0,013)
¢.1995+124G>A 11 (0,138)
¢.1925-37A>G 1(0,013)
c.1654-23C>T 42 (0,525)
¢.1654-25A>G 17 (0,213)
c.971-73G>A 1(0,013)
€.738-16dupT 40 (0,500)
c.652-170T>C 1(0,013)
€.289+35G>A 33(0,413)
€.204+30A>G 1(0,013)
iii.Provavelmente Patogénicas
c.2541T>C 1(0,013)
c.1351G>A 2 (0,025)
.942C>T 1(0,013)
.389A>G 6 (0,075)
iv.Patogénicas
c.450C>T | 1(0,013)

Tabela 4.5. - Alteragdes encontradas por NGS classificadas como potencialmente patogénicas.

ALTERACAO LOCALIZACAO
ID (Obs.) cDNA Proteina
rs16991177 | c.2541T>C | p.Asp847= Ex.27
rs4844247 | ¢.1351G>A | p.Glu451Lys Ex.15
rs139872637 | c.942C>T p.Gly314= Ex.11
rs147088100 | c¢.450C>T p.Alal50= Ex.5
rs6525433 ¢.389A>G | p.Lys130Arg Ex.5

Tabela 4.6. — Descrigéo e frequéncia alélica das alteragdes conhecidas. Populacdo global (ALL), populacéo africana (AFR),
populagéo europeia (EUR) e peninsula Ibérica (IBS). Dados recolhidos da base de dados Ensembl — 1000 Genomes. Populagéo
PT (P.E.)-Populacéo Portuguesa do Presente estudo.
ID-1dentificacdo. REF-Alelo de Referéncia. ALT-Alelo Alterado.

@Frequéncia relativa aos alelos analisados apenas nas amostras.

A sombreado encontram-se as altera¢des classificadas como potencialmente patogénicas.

FREQUENCIA ALELICA

ID cDNA REF | ALT ALL AFR EUR IBS PT (P.E.)®
rs184242530 | ¢.2730+188C>A A (§ 8?)?)3 ((2;70) C:1,000 (1003) | 8%3% g’l) C: 1,000 (160) | 83% ((1?)
rs12010019 | ¢.2730+137A>G G é 8:3(9)2 8;)53) é 8:825 82;3) A: 1,000 (766) | A: 1,000 (160) é 8:8% g?)
rS1536250 | ©2566-3T>C C |G oo (3o |G 0817 @19) |C 09a(ra%) | C0986(163) | A 0588 (69)
rS1536251 | c2566-4A5T T |7 oo (uon | T.0817 (19 |T00a (2% |7 0066 (ey |7 0863 69
rs763757854 | c.2566-47T>A A X: 2’,33%(5_15’428%) T: 1,000 (11977) - - L %'1%81;((71?)
s | cmme | 7 | o |100m) |TomieR |Tas0m |Tom |1 omn

T 0,864 (3261) _ _ _ .

s | coane | 7| o |Cisee [ramem |rasan [romas |7 om o
rs12690066 | c.2336-58G>A A i 8:32; 822)2) G:1,000 (1003) | G: 1,000 (766) | G: 1,000 (160) i 8:8% g)g)
rs4844240 |  c2319T>A A | A 097 i) | A 0914 @1r) | A 0990 (165) | A 0904 (1bg) |~ 1000 60
s | camon | o | A S 205060 S omege o amnien o omedy [comn
rs201736085 | ¢.1925-37A>G G é 8:88? 8)772) A: 1,000 (1003) é 8:88‘1’ g?‘r’) é 8:882 8?9) é 8:8% g?)
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siszso0s | eaese2sc>T | o | T | TORR O e | 0kes o | 050060 |1 0505 a2)
s | oo | | o [ 3o0a [xohelun [xemit [x sy [0
il I S N I e R e e e P R P
v | ssnrin | o | 1 |30 | o ooty o | i
C: 0,999 (176257) | C: 0,999 (12175) C:0,987 (79)
rs139872637 |  ¢.942C>T C | T |7 4538e05(@8) |T 1642-04(2) - : 70,013 (1)
A 2:8366-05(5) | A 0,000 A 0,000
soossa04 | casoarm-c | T | o |[TORRER) T e ey |C 0050 (48 |C 00w (o) | 0081 ()
rs5002674 | c.738-16dupT | TC | TTC i - - i %coc?%%gl(?o)
rs192923840 | c652-170T>C | T | C g gggg ((3;66) T: 1,000 (1003) g 832; g?“) g %%%%((%9) g ggﬁ ((S’)
i | comame | 7| < | Lo [Tomm ot oty | ety
rs147088100 |  c.450C>T c | T |% gggf 8’)7 2 ¢ 8:333 8)002) < ggg; 8)64) C: 1,000 (160) | 8:8% g;’)
s | e | 2| 0 [OREm | omem |rom |ma | st
rs144220663 | c20022T>C | T | ¢ | gggg g‘ég) L gfl‘fl‘g ((iig)) T:1,000 (766) | T:1,000 (160) | - gg% ((1?)
037008 | casnsGA | G| A |0 ORI e e | n 0ath o7e) | 0468 | A 01 (a9

1.3 Restricdo Enzimatica

Através da digestdo enzimatica foi possivel obter os resultados parciais sdo representados abaixo

(figuras 4.2. e 4.3.), como referido no capitulo 3, foram realizados ensaios de restricdo enzimatica para
pesquisa das duas alteracGes (c.450C>T ou p.Alal50= e ¢.942C>T ou p.Gly314=) para avaliar da sua
frequéncia em 102 homens férteis. Esta pesquisa permitiu demonstrar que nenhum destes homens tinha
qualquer uma destas alteragdes.
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Figura 4.2. — Resultado da restri¢do enzimatica para o fragmento do ex&o 5-6 digerido com a enzima Haelll. A amostra
no pogo 2 é a amostra que tem a alteragdo ¢.450C>T e no poco 19 encontra-se uma amostra ndo submetida a restricao
enzimatica, nos restantes pogos encontram-se as amostras digeridas de homens férteis. O marcador 100bp esta representado na
figura pela letra M.
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Figura 4.3. — Resultado da restricdo enzimatica para o fragmento do exdo 11 digerido com a enzima Hphl. A amostra
no poco 2 é a amostra que tem a alteragdo ¢.942C>T e no pogo 20 encontra-se uma amostra que ndo submetida a restrigao
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enzimatica, nos restantes pogos encontram-se as amostras digeridas de homens férteis. O marcador 100bp esté representado na
figura pela letra M.

1.4 Sequenciagdo de Sanger

As alteracbes encontradas por NGS foram posteriormente confirmadas por sequenciacdo de
Sanger. Escolheram-se algumas amostras que por NGS revelaram a presenca de determinada alteracéo
e procedeu-se a amplificacdo por PCR do respetivo fragmento que foi subsequentemente purificado e
sequenciado pelo método de sequenciacdo ciclica de Sanger. Apresenta-se abaixo exemplos de alguns
de eletroferogramas obtidos Figura 4.5, os quais permitiram confirmar as alteracfes em causa a nivel
genomico pela metodologia de referéncia (Tabela 4.7.).

Tabela 4.7. — Confirmacao das alteracgdes por sequenciacdo de Sanger.
@Controlo masculino (normozoospérmico); ®Controlo feminino

Alteracéo Amostra Resultado
€.2730+188C>A INO21 Confirmada
€.2730+137A>G INO41 Confirmada

INO1® Confirmada
€.2566-3T>C INO14 Confirmada
INO23 Confirmada
INO1® Confirmada
€.2566-4A>T INO14 Confirmada
INO23 Confirmada
€.2566-47T>A INO7 Confirmada
INO14 Confirmada

€.2565+58T>C -
INO23 Confirmada
INO38 Confirmada

€.2541T>C -
INO61 Confirmada
€.2336-58G>A INO14 Confirmada
INO7 Confirmada

c.2319T>A -
INO23 Confirmada
€.2112+39G>T INO77 Confirmada
INO1@ Confirmada
INO4 Confirmada

€.1995+124G>A .
INO16 Confirmada
INO28 Confirmada
€.1925-37A>G INO75 Confirmada
INO6 Confirmada
€.1654-23C>T INO68 Confirmada
INO79 Confirmada
INO12 Confirmada
€.1654-25A>G INO60 Confirmada
INO70 Confirmada
INO38 Confirmada

c.1351G>A -
INO61 Confirmada
c.971-73G>A INO31 Confirmada
c.942C>T INO52 Confirmada
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INO33 Confirmada

€.889-27T>C INO39 Confirmada
INO48 Confirmada

INO1® Confirmada

¢.738-16dupT INO48 Conf?rmada
INO52 Confirmada

INO77 Confirmada

€.652-170T>C INO72 Confirmada
C57106T>C INO9 Confirmada
INO22 Confirmada

c.450C>T INO67 Confirmada
INO14 Confirmada

€.389A>G INO28 Confirmada
INO67 Confirmada

€.290-22T>C INO14 Confirmada
INO35 Confirmada

€.289+35G>A INO50 Confirmada
INO59 Confirmada

€.204+30A>G INO57 Confirmada

c.82+60A>G | INO83 Tg;;og;;'t‘:jg;

A -c.2541T>C

Ggclte
210

Normal Alterado

B - c.1351G>A

Normal Alterado
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C-c.942C>T

Normal Alterado

D -¢.450C>T

Normal Alterado

E - c.380A>G

Normal Alterado

Figura 4.4. — Exemplos de alguns dos eletroferogramas resultantes da sequenciagdo de Sanger.
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CAPITULO 5 - DISCUSSAO DE RESULTADOS

1. Discussao de Resultados

A meiose tem um papel essencial na geragdo de diversidade biolédgica e na sobrevivéncia das
espécies. Compreende-se, portanto, que muitas proteinas meidticas que estdo envolvidas no cruzamento
cromossomico e recombinacdo do DNA sejam altamente conservadas evolutivamente.
Consequentemente, alteracGes nestas proteinas ndo sdo geralmente toleradas na natureza, e, por
conseguinte, a interrupcdo da meiose pode originar esterilidade parcial ou completa (Yatsenko et al.,
2015).

Conhecendo-se a funcéo que a proteina codificada pelo gene TEX11 desempenha na formagao
do complexo sinaptonémico na fase | da meiose, é pertinente assumir que alteracdes neste gene, em
homens, podem afetar a formacéao e funcdo do complexo sinaptonémico, causando grandes disturbios
na sinapse na fase de paquiteno e nos pontos de controlo do fuso da anafase; esta interrupcdo, por sua
vez, desencadeia a paragem da meiose, apoptose dos espermatécitos culminando em azoospermia. A
descoberta de que alteracdes no gene TEX11 ocorrem em homens inférteis com paragem mei6tica foi
um primeiro contributo importante para compreender melhor a gametogénese masculina e o diagndstico
de azoospermia (Yatsenko et al., 2015).

Face ao exposto, e tendo em conta a fun¢do desempenhada pelo gene em questdo na meiose I,
podemos inferir que alteracBes consideradas patogénicas ou potencialmente patogénicas neste gene, que
afetem total ou parcialmente a funcdo da proteina, podem apresentar-se como possivel causa para o
fenotipo observado nos doentes do presente estudo.

1.1 DelecBes em TEX11 (PCRs multiplas)

Em primeiro lugar, no que diz respeito aos resultados das PCRs multiplas (figura 4.1. do capitulo
anterior), em nenhuma das amostras foi detetada qualquer delecdo no gene em causa, dado que todos 0s
exfes foram amplificados com sucesso em todas as amostras de homens azoospérmicos em estudo
(n=80). Face aos resultados obtidos nesta pesquisa, e aos dados publicados na literatura, a ocorréncia de
delecBes neste gene afigurar-se muito rara, somente Yatsenko A e colaboradores (2015) detetaram a
delecdo dos exdes 10 a 12 do gene TEX11 em dois doentes, o que corresponde a uma frequéncia de 0,04
(2/49). Embora se tenha demonstrado que o mecanismo molecular que determina a ocorréncia da
delecdo estd dependente da existéncia das sequéncias genomicas repetitivas que a flanqueiam,
aparentemente a mesma ocorre com uma frequéncia inferior a determinada para as microdele¢ées AZF
do cromossoma Y (dado que o mecanismo de ocorréncia sera semelhante). Por outro lado, a delecdo em
causa ndo contribui para eliminar completamente as células germinativas nos tibulos seminiferos dado
que os dois doentes descritos por Yatsenko, embora azoospérmicos, possuem atrofia testicular mista.
Os resultados obtidos e os disponiveis na literatura, permitem sugerir que a pesquisa de delecdes
extensas no gene em causa deverd ser alargado a um maior nimero de homens inférteis com
espermogramas completos, assim como com estudos histolégicos de bidpsias testiculares a fim de
proporcionarem boas corelagGes genotipo/fenotipo. Este tipo de delegdes, embora sejam extensas e
possam estar associadas a fenétipos de infertilidade masculina bastante graves, poderdo ser transmitidas
de geracdo em geracdo somente pelas mulheres ndao ocorrendo casos de infertilidade. Estes s6 se
manifestardo nas familias em que os elementos do sexo masculino herdem as dele¢cGes em causa,
assumindo, neste caso, que as mesmas néo afetardo a fertilidade feminina de forma significativa.
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1.2 AlteracGes pontuais detetadas no gene TEX11 (Sequenciacéo de Nova Geracgao)

No que diz respeito aos resultados da NGS, considerando a aplicacéo dos critérios de exclusdo
usados, foram encontradas 27 alteracdes diferentes nas sequéncias flanqueadoras dos exBes ou nos
proprios exdes. Todas as alteracdes estdo representadas nas Tabelas 4.1., 4.2. e 4.3. do capitulo anterior;
estas alteracGes foram confirmadas por sequenciacdo de Sanger através da anélise de eletroferogramas
gue podem ser observados alguns exemplos na Figura 4.4. do capitulo anterior e, como se pode verificar
(tabela 4.7. do capitulo anterior), todas, exceto uma (c.82+60A>G), correspondem a alteracBes
verdadeiras e ndo a erros da NGS. Este falso positivo podera dever-se ao facto de esta alteracdo
apresentar um namero de leituras de apenas 20 vezes, ou seja, encontra-se no limite aceitavel.

Posto isto, é possivel verificar que o gene em estudo é muito polimérfico, uma vez que muitas
das alteracdes encontradas demonstram claramente ser polimorfismos, tendo em conta quer os dados do
presente estudo quer os dados ja referenciados na literatura. Além disso podemos ainda verificar que as
frequéncias das alteragcBes encontradas no presente estudo vdo de encontro as frequéncias ja
referenciadas na literatura. Ver tabelas 4.4. e 4.6. do capitulo anterior.

Obtidos os resultados dados da analise in silico para as alteracdes encontradas estas foram
divididas em cinco grupos (Tabela 4.4. do capitulo anterior) (segundo uma classificacdo adaptada de
Plon et al., 2008): (i) benignas, (ii) provavelmente benignas (iii) patogenicidade desconhecida/predigdo
dificil, (iv) provavelmente patogénicas e (v) patogénicas.

No primeiro grupo, das alteragdes benignas, inclui-se a Unica alteracdo (c.2319T>A) cujos
programas de analise in silico utilizados demonstraram concordancia de que ndo causa qualquer impacto
quer a nivel do splicing quer a nivel da prdpria proteina. Esta alteracdo esta presente em todas as
amostras e controlos e encontra-se descrita na literatura em diversas bases de dados (Tabela 4.6. do
capitulo anterior). Assim, a sua presenca em homens azoospérmicos nao € relevante para explicar a
infertilidade dos mesmos.

No segundo grupo encontram-se as alteragdes (i.e. ¢.889-27T>C, ¢.571-26T>C e ¢.290-22T>C)
sobre as quais apesar de existir consenso no que diz respeito ao seu impacto quer a nivel do splicing,
demonstraram pouca probabilidade de causar impacto ou a sua predicao era dificil.

O terceiro grupo compreende as alteracbes cujos programas in silico utilizados néo
demonstraram consenso no que diz respeito ao seu impacto destas no splicing. A priori podemos dizer,
que seis das alteraces (i.e. €.2566-3T>C, ¢.2566-4A>T, ¢.1995+124G>A, ¢.1654-23C>T, ¢.738-
16dupT e ¢.289+35G>A) presentes neste grupo ndo serdo relevantes para a patologia em estudo, uma
vez que estdo presentes em pelo menos um dos controlos masculinos normozoospérmicos e apresentam
uma elevada frequéncia na populagdo em estudo, pelo que, poderdo tratar-se de polimorfismos. Também
as alteragbes €.2565+58T>C e .1654-25A>G, apesar de ndo estarem presentes em nenhum dos
controlos normozoospérmicos, por apresentarem uma elevada frequéncia quer na populagdo em estudo
quer nas populac@es cujos dados foram recolhidos da base de dados Ensembl-1000Genomes (ver Tabela
4.6. do capitulo anterior) sugerem tratar-se igualmente de polimorfismos, ndo sendo, por isso, relevantes
para a patologia em guestao.

Por outro lado, importa referir que as restantes nove alteragfes (i.e. ¢.2730+188C>A,
€.2730+137A>G, ¢.2566-47T>A, €.2336-58G>A, ¢.2112+39G>T, ¢.1925-37A>G, ¢.971-73G>A,
€.652-170T>C e ¢.204+30A>G) presentes neste grupo, apesar de potencialmente poderem afetar o
splicing segundo os algoritmos utilizados pelo Alamut Visual Software, tal ndo se verificou nos restantes
programas utilizados o que torna a sua predicao dificil e, por essa razdo, foram incluidas neste grupo.

As alteracGes anteriormente referidas, face aos resultados da andlise in silico, por ndo revelarem
evidéncias suficientes e apresentarem resultados contraditérios face a potencial perturbagdo da fungéo
do gene TEX11 ou da respetiva proteina, ndo foram associadas a azoospermia e nao se procedeu a
confirmacdo da sua existéncia recorrendo a outra metodologia.
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No grupo das alteragdes provavelmente patogénicas incluem-se alteracBes cujos programas de
andlise in silico utilizados demonstraram concordancia em como podem afetar o splicing e/ou a fungédo
proteina, mas que, ndo estao descritas como patogénicas. Por Ultimo, o grupo das alteracdes patogénicas
identificadas, inclui apenas a alteragdo ¢.450C>T, a qual j& foi descrita por Yatsenko A e colaboradores
(2015), tendo sido tambem recentemente identificada por Tuttelmann, F e colaboradores, num estudo
com 123 doentes azoospérmicos com NOA, apresentada no poster P01-39C/C 52nd European Human
Genetics Conference, em Mil&o no presente ano.

Apo6s a analise inicial dos resultados obtidos, a posterior analise dos dados focou-se
predominantemente nos dois ultimos grupos de alteragdes dado que para estes grupos foram
selecionadas as alteracbes com maior probabilidade de serem patogénicas e de eventualmente se
estabelecer uma relacéo de causa-efeito ou correlacdo genotipo-fendtipo.

Assim, a anélise das alteragcGes encontradas por NGS permitiu-nos verificar que duas das
alteracBes potencialmente patogénicas ¢.389A>G, p.Lys130Arg (rs6525433) e c.1351G>A,
p.Glud51Lys (rs4844247), que se localizam, respetivamente, nos exdes 5 e 15 (Figura 5.1.A), sdo
alteracdes missense. Segundo os programas de andlise in silico usados (i.e. SIFT e PolyPhen — ver tabela
4.2. do capitulo anterior), € possivel prever/inferir que o efeito destas altera¢fes na funcdo da proteina é
benigno ou tolerado, baseando-se esta previsdo na homologia da sequéncia e nas propriedades fisico-
quimicas do aminoacido normal e respetivo aminoacido alterado. Por outro lado, a alteracdo ¢.389A>G,
embora sendo missense, segundo os algoritmos dos programas HSF e Alamut Visual Software podera
afetar um ESE anulando-o e originando um provavel ESS (ver Tabela 4.4. do capitulo anterior).
Contudo, através da analise da Tabela 4.6. do capitulo anterior podemos verificar que a alterago
€.389A>G esta presente em 26,7% da populacdo mundial, 41,4% da populacdo africana, 0,5% da
populacdo europeia e em 1,3% da populacdo da peninsula ibérica. Esta alteracdo, apesar de nao estar
representada em elevada percentagem na populagdo europeia nem na populagéo da peninsula ibérica,
esta presente em 41,4% da populacéo africana e em 6 das 80 amostras do presente estudo (7,5%) (Tabela
4.4. do capitulo anterior). Esta prevaléncia mais elevada detetada em doentes portugueses
provavelmente deve-se & miscigenacdo da populacdo portuguesa com a populacdo africana, bem
conhecida a diferentes niveis, que ocorreu inicialmente entre os séculos oito e treze, posteriormente
depois do século quinze durante os descobrimentos maritimos de Portugal e, mais recentemente, com as
migracdes dos Paises Africanos de Lingua Oficial Portuguesa para 0 nosso pais (Lavinha et al., 1992).
Quanto a alteracdo ¢.1351G>A, que estd presente em 2 das 80 amostras do presente estudo (2,5%),
prevé-se que cause a quebra de um ESE e de um ESS (ver Tabela 5.2.) contudo, de acordo com os dados
recolhidos da Tabela 4.6. do capitulo anterior, esta alteracdo esta presente em 13,4% da populacao
mundial, 12,0% da populagdo africana, 3,3% da populagdo europeia e em 3,1% da populagdo da
peninsula ibérica. Os dados referidos sugerem que ambas as alteracdes, correspondem a polimorfismos
e ndo a alteracBes potencialmente patogénicas pelo que ndo podem ser associadas a infertilidade e
consequentemente ndo explicam a azoospermia dos doentes.

As alteragdes consideradas potencialmente patogénicas ¢.942C>T, p.Gly314= (rs139872637) e
€.2541T>C, p.Asp847= (rs16991177) detetadas, respetivamente, nos exdes 11 e 27 sdo alteracOes
sindnimas (Figura 5.1.), pelo que a nivel da proteina ndo afetardo a estrutura priméaria nem a funcéo da
mesma. A analise in silico usando os programas HSF, VEP e Alamut Visual Software revelou que a
alteracdo ¢.942C>T, p.Gly314= cria um novo sitio dador de splicing (ver tabela 5.6.); a alteracéo
€.2541T>C cria um novo sitio aceitador de splicing e um novo ESE (ver Tabela 5.5.).

Considerando os dados da Tabela 4.6. do capitulo anterior, a alteracdo ¢.942C>T tem uma
prevaléncia na populacdo mundial de 0,0045% e na populacéo africana de 0,016%, ndo existindo
informacdes sobre esta alteracdo nem na populacdo europeia nem na populacdo da peninsula ibérica;
esta alteracdo esta presente em apenas uma amostra dos 80 homens azoospérmicos analisados e ndo foi
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detetada em nenhuma das amostras controlo (n=102 homens férteis). Face ao referido, esta alteracdo
ndo constituira um polimorfismo, pelo que se infere que podera eventualmente ser patogénica.

Em relacédo a alteragdo ¢.2541T>C, de acordo com os dados da Tabela 4.6., podemos verificar
que esta presente em 13,4% da populagdo mundial, 12,6% da populagdo africana, 3,7% da populagdo
europeia e da peninsula ibérica, pelo que embora o programa HSF sugira que o splicing pode ser afetado
na presenca da alteracdo em causa, a sua frequéncia justifica que a mesma corresponde a um
polimorfismo e ndo a uma alteragdo potencialmente patogénica.

Por ultimo, a alteracdo ¢.450C>T, p.Alal50= (rs147088100) localizada no exdo 5 (Figura
5.1.A), também corresponde a uma alteracao sindnima, ndo tem impacto direto na sequéncia primaria
da proteina contudo, os dados obtidos da analise in silico usando os programas HSF, VEP e Alamut
Visual Software permitem prever que esta alteracdo pode afetar o sitio dador de splicing (ver Tabela
5.7.). Segundo os algoritmos do HSF prevé-se ainda que possa causar a quebra de um ESE (ver Tabela
5.4.), no entanto, os algoritmos do programa Alamut Visual Software ndo apresentaram resultados
consensuais.

Esta alteragdo encontra-se em 0,1% da populacdo mundial, 0,1% da populagéo africana, 0,3%
da populagdo europeia e na populacéo da peninsula ibérica ndo existem casos registados desta alteracéo.
Os resultados obtidos relativos a pesquisa da alteracdo ¢.450C>T, p.Alal50= no grupo de homens
férteis da nossa populacéo (Figura 4.2. do capitulo anterior), revelam que esta também néo foi detetada
em nenhuma das 102 amostras analisadas. Como referido anteriormente, esta alteracdo ja foi descrita
por outros autores (Yatsenko et al., 2015 e Tittelmann et al., 2018) tendo sido considerada patogénica.
Face a frequéncia da mesma e as suas provaveis consequéncias funcionais, esta alteragdo podera
eventualmente afetar a eficiéncia do splicing entre 0 exdo 5 e o intrdo 6 contudo, a realizacdo de estudos
in vitro poderéa contribuir para confirmar a patogenicidade da alteragdo em causa.

Atendendo a localizacdo no gene das duas alteracBes em causa, a alteragdo c.450C>T,
p.Alal50= que presumivelmente afetard o splicing entre o exdo 5 e 0 exdo 6 (Figura 5.1.), ndo sendo
os valores consensus da alteracdo e da sequéncia wild-type significantemente diferentes (ver Tabela
5.7.), a respetiva proteina podera ficar pelo menos com o dominio TPR1 afetado, no entanto, as
evidéncias da analise in silico do presente estudo ndo parecem apontar nesta dire¢do. Relativamente a
alteracdo ¢.942C>T, p.Gly314= o novo sitio dador de splicing criado tem um valor de consensus de
83,39 e o sitio dador de splicing wild-type tem um valor de consensus de 87,91 (numa escala de 0-100
para o algoritmo HSF — ver Tabela 5.6.). Sendo estes valores proximos e tendo em conta a posi¢ao onde
é criado este novo sitio dador de splicing (c.940), este podera competir com o sitio wild-type (c.970) e,
por isso, podemos inferir que o splicing podera ocorrer neste sitio alternativo afetando a proteina, ou
seja, serdo eliminados 10 aminoacidos (Figura 5.2.), pelo que o seu dominio SPO22 (dominio especifico
da meiose) serd possivelmente gravemente alterado (Figura 5.1.B) na sua estrutura primaria e
consequentemente, a funcdo e estabilidade da proteina na meiose devera estar drasticamente perturbada.
Assim, ambas as alteracfes poderdo perturbar a formagdo do complexo sinaptonémico, afetar a
progressao da meiose e consequentemente o bloqueio da espermatogénese.

Este tipo de alteragdes que perturbam a eficiéncia do splicing, podem afetar gravemente tanto a
estrutura primaria como a estrutura terciaria da proteina em causa. Dado que as alteragdes de splicing
ndo afetam todas as copias do respetivo mRNA, continuardo a existir moléculas corretamente
processadas originando proteinas potencialmente normais pelo que é possivel que em alguns doentes
possa existir espermatogénese residual ocorrendo também o seu bloqueio em estadios especificos da
meiose, assim, a presenca destas alteragdes é compativel com azoospermia.
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Tabela 5.1. — Prediges dos algoritmos do HSF para os ESE® e ESS® para a alteragdo c.389A>G.

c.384 32,91 — -
c.385 —-— 35,28 -— 61,98
c.386 - - — 68,19

Tabela 5.2. — Prediges dos algoritmos do HSF para os ESE® e ESS® para a alteragdo c.1351G>A.

c.1346 3221 —» - 61,41 — 10,96

Tabela 5.3. — Predigdes dos algoritmos do HSF para os ESE® para a alteragdo ¢.2541T>C.

¢.2535 - — 36,46
€.2536 - 36,78
¢.2538 - — 34,78

Tabela 5.4. — Prediges dos algoritmos do HSF para os ESE®@ e ESS® para a alteragio c.450C>T.

c.443 66,15 — —
c.444 34,45 ——

73,23 — 71,20

Tabela 5.5. — Predigdes dos algoritmos do Alamut Visual Software para os sitios aceitadores de splicing para a alteragao
€.2541T>C. @Sitio de splicing wild-type; ®valor consensus wild-type e valor consensus para a alteragio;

C.2445@ =6,48
€.2540 - 0,69 ——® - -

76,95 — 76,100

Tabela 5.6. — Predigdes dos algoritmos do Alamut Visual Software e do HSF para os sitios dadores de splicing para a
alteracéo c.942C>T e para o sitio dador wild-type (c.970). @valor consensus wild-type e valor consensus para a alteragio;
®sitio de splicing wild-type.

€.940 - 7785@ | — 4510 ~—83,39@
c.970®) =84,19 =9,11 =87,91

=0,93 -

Tabela 5.7. — Predicdes dos algoritmos do Alamut Visual Software para os sitios dadores de splicing para a alteragéo
.450C>T. @Sitio de splicing wild-type; ®valor consensus wild-type e valor consensus para a alteragio;

c.450@ 74,72 — 75,42®) | 10,11 — 8,56 0,97 — 0,91 - 82,48 — 82,62®
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Figura 5.1. — Representacdo esquematica das alteracdes provavelmente patogénicas no TEX11 detetadas em homens
com azoospermia. (A) Alteragdes que potencialmente alteram o splicing e sua localizagao ao nivel dos exfes no gene TEX11
(representagdo parcial do gene pelo que sd estdo representados 0s exdes nos quais foram encontradas as alteragdes). As
sequéncias em mailsculas representam parcialmente 0 exao e as sequéncias em minusculas representam parcialmente o intréo.
A sombreado amarelo encontram-se os coddes que sofrem a alteracdo. (B) Alterages que potencialmente alteram o splicing e
sua localizacéo ao nivel da proteina - previsdo dos dominios do gene TEX11 - trés regides de tetratricopéptidos (TPR) (posicdes
de aminoacidos 37-188, 418-450 e 457-814) e o dominio especifico da meiose (SPO22) (posi¢cdes de aminoacidos 189-417).
As alteracOes que afetam o splicing estdo representadas nos respetivos dominios com triangulos azuis. Adaptado de Yatsenko

etal., 2015.
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Figura 5.2. — Representacdo esquematica da possivel consequéncia da alteragdo ¢.942C>T a nivel do splicing e da
proteina TEX11. (A) Splicing normal entre o exdo11_exd012 e respetiva sequéncia parcial de aminoacidos da proteina. (B)
Splicing alternativo devido a alteracdo em estudo que originara um novo sitio dador de splicing e respetiva sequéncia proteica
parcial alterada. A sombreado amarelo encontram-se os dois nucleétidos do novo sitio dador de splicing, a sombreado rosa
encontram-se 0s dois nucleotidos do sitio dador de splicing wild-type (c.970) e a vermelho esta representado o local da alteragdo
(c.942C>T) na sequéncia normal e na sequéncia alterada. As sequéncias em maiusculas representam parcialmente o exao e as
sequéncias em mindsculas representam parcialmente o intrdo.
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CAPITULO 6 — CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

No gue diz respeito aos objetivos definidos no inicio do presente estudo, podemos concluir que
estes foram cumpridos com sucesso tendo sido realizada a otimizacdo das condi¢Ges experimentais para
amplificacdo de todos os exdes do gene TEX11 individualmente e respetiva sequenciacdo de Sanger;
otimizacdo de PCR multiplas para os diversos exdes do gene TEX11; analise dos produtos das PCR
multiplas por NGS; anélise in silico dos resultados de NGS; validacéo das variantes/alteracdes obtidas
por NGS utilizando a PCR simples e a sequenciacdo de Sanger; pesquisa de alteracdes patogénicas
detetadas em homens férteis e por Gltimo a interpretacdo dos resultados e o estabelecimento de
correlagbes gendtipo/fenotipo.

Por isso, tendo em conta todos o0s resultados obtidos no decorrer deste projeto e a discussdo de
resultados realizada acima, somente as alteracdes c.450C>T (p.Alal50=) e c.942C>T (p.Gly314=)
foram consideradas como potencialmente patogénicas e, por esta razdo, temos uma prevaléncia de
alteracfes no gene TEX11 de 2,5% (2/80) que esta concordante com as frequéncias dos dois estudos
realizados anteriormente (Yang et al., 2015) e (Yatsenko et al., 2015) que foram, respetivamente, de
1,2% (3/246) e 2,4% (7/289).

Futuramente, a realizacdo de estudos complementares podera comprovar a patogenicidade
destas alteracdes, nomeadamente, estudos in vitro ou em modelos animais, a analise da segregacdo das
mesmas em familias com homens inférteis, estudos de imunohistoquimica em bidpsias testiculares, a
analise de uma amostra significativa de homens férteis (amostra controlo — normozoospérmicos), assim
como de um maior nimero de homens azoospérmicos com estudos de histologia testicular.

Importa por Gltimo referir que este projeto contribuiu para caracterizar a base molecular da
infertilidade masculina ligada ao cromossoma X relativamente ao gene TEX11 em homens
azoospérmicos da populagdo portuguesa, de modo que, além de ser inovador, foi a primeira vez que este
gene foi estudado na nossa populagéo, por isso pode ter um impacto significativo no desenvolvimento
de um novo teste genético a ser disponibilizado para a comunidade.
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CAPITULO 8 - ANEXOS

Tabela 8.1. — Iniciadores usados no contexto do trabalho experimental. Os iniciadores forward tém uma cauda 21M13F e
os iniciadores reverse tém uma cauda M13R (as respetivas sequéncias das caudas encontram-se na tabela abaixo) (Schinas et
al., 2004). Concentragao inicial (C.I.), Tamanho do fragmento esperado (pb) e sequéncia 5°-3” dos Iniciadores: F - Forward e
R - Reverse dos 29 exdes de TEX11.

Exao C.I.F. F C.I.R. R pb
1 428,4ng/uL 5’-atggagtctgtctctgttgtcc-3° 597,2ng/uL 5’-gctgctttcgaactcctga-3° 245
2 514,0ng/uL 5’-catttggccaatgatttagaca-3’ 573,0ng/uL 5’-cgatgattcttcattttaaccaa-3’ 314
3 304,2ng/uL 5’-tgaaaataccgttggaggtg-3’ 625,2ng/uL 5’-caacccaggaacaatggttt-3’ 329
4 463,2ng/uL 5’-ccttcaattgtcttttctctttgg-3° 593,2ng/uL 5’-ttgatggtgttccttttcagtg-3’ 336

5-6 240,4ng/uL 5’-tgttgctttttgttttctgtga-3° 660,6ng/uL 5’-tcagatgtcactggcctttt-3° 571
7 523,2ng/uL | 5’-gacaaataaccttgtcattttaacc-3’ 709,0ng/uL 5’-cttcatgcaaccttttggag-3’ 260
8 518,0ng/uL | 5’-aattgagaagttttgataaggaagc-3’ | 554,2ng/uL 5’-tgttcttccttecttecttca-3° 536
9 631,3ng/uL 5’-tctectaaggaaattgttttctaca-3° 372,2ng/ulL 5’-agattagctattgggcacaaca-3’ 423

10 364,0ng/ulL 5’-gccaggaatatagccattactgt-3’ 432,0ng/uL 5’-ctgaatgtttgtgtcceeg-3° 530

11 396,0ng/uL | 5’-ggaaatatcctcagggatagaac-3’ | 524,8ng/uL 5’-gatggtggctgagaaggaa-3’ 404

12 520,0ng/uL 5’-tttgaaaggattgcaccaga-3’ 218,2ng/uL 5’-gagcttgagaccaaccttgg-3’ 485

13 537,8ng/uL 5’-tggcttattttgctcacactg-3’ 586,0ng/uL 5’-caatggatttcttccacttce-3’ 391

14 625,6ng/ul | 5’-gggagagggagacaatagacc-3’ | 665,0ng/uL 5’-tagggaaatgtcatcgctga-3’ 419

15 524,2ng/uL | 5’-ggaaagatagggtagcgacatc-3’ | 535,0ng/uL 5’-gttcttatgtgcagtggcagag-3’ 386

16 520,4ng/uL 5’-atccctcagecattttgact-3° 337,2ng/uL 5’-tcttcaaccacagtgggaaa-3’ 313

17 530,8ng/uL 5’-gttgggcatttttctggtg-3° 638,2ng/uL 5’-cttggttgcagaactgcttt-3° 496

18 255,2ng/ulL 5’-gcaaatgtgtcctgtttttgt-3° 330,4ng/uL 5’-cgaagcagaggagggtga-3’ 436

19 514,2ng/ulL 5’-ccctceccagagtaatcaaggt-3° 771,6ng/uL 5’-tcttcctgggttcatatcetg-3° 336

20 433,4ng/uL 5’-gcattttcttagttcaattctcagg-3’ 397,2ng/uL 5’-attctccaagtacactaagcacagcaa-3’ | 264

21 346,8ng/uL | 5’-agcaggattaaacaattttgctaga-3” | 350,4ng/uL 5’-tggatctttcatttgtagctgtg-3’ 286

22 425,2ng/uL 5’-aaaccttgagaaaccccttact-3’ 489,8ng/uL 5’-gaatgtggggcatatctttct-3° 430

23 461,2ng/uL 5’-tctcattcaaacaggaagttgc-3’ 403,2ng/uL 5’-gccttcectgatgceagttett-3° 329

24 477,4ng/ul | 5’-tgaaacagtaaggaaatgtgcaa-3’ | 766,6ng/ulL 5’-caccagaaatttgtgccac-3’ 390

25 466,6ng/uLl | 5’-tgtctacagcagtgaagatgacc-3’ | 541,2ng/ulL 5’-tgtttctccttctctaatgeca-3’ 473

26 594,2ng/uL 5’-atgctactctgcccagaaagt-3’ 620,2ng/uL 5’-gcattcttgtgaacagctec-3’ 477

27 360,0ng/uL 5’-ccagataaaaccgagggaag-3’ 313,0ng/uL 5’-gcagtaccaccaggcatttt-3’ 535

28 280,0ng/uL 5’-gctgacaaaccttcaaagtge-3’ 362,8ng/uL 5’-gaaggacagagaacaggggg-3’ 586

29 372,8ng/uL 5’-gggaagctttcccacatttc-3° 573,6ng/uL 5’-tgtcccgagatgctgactgt-3° 241

M13 | 100,0pmol//uL 5’-tgtaaaacgacggccagt-3’ 100,0pmol//uL 5’-caggaaacagctatgac-3’ 36
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Tabela 8.2. — Informag0es sobre o0s reagentes.

Seakem® LE Lonza 01/18 0000352867
Nusieve® 3:1 Lonza 11/15 0000428596 -
100bp BIORON 02/17 B1350/14-7 0,2mg/mL
Set 4dNTPs BIORON 09/17 BI283 100mM/cada

Tabela 8.3. — Constituicdo dos tampdes de PCR utilizados no decorrer do trabalho experimental.

100mM Tris-HCI (pH 8,3 a 20°C) + 500 mM KCI Applied Biosystems
Paris 0,670M TrisHCI (pH 8,8 a 20°C) + 0,067M MgCl2 + 0,166M (NH4)2SO04 -

Tabela 8.4. — Constituicdo dos tampdes de restrigdo enzimatica utilizados no decorrer do trabalho experimental.

Buffer C 10mM TrisHCI (pH 7,9°C a 37°C) + 10mM MgCl. + 50mM NaCl Promega

NEB4 50mM Acetato de Potassio + 20mM Tris-acetato + 10mM Acetato de Magnésio + ImM DTT
(pH 7,9 2 25°C)

M 100mM TrisHCI (pH 7,5 a 25°C) + 100mM MgCl2 + 10mM Dithiothreitol + 2000mM NaCl Amersham

New England Biolabs

Tabela 8.5. — Coberturas médias por exdo. O calculo da cobertura média é feito da seguinte forma: Cobertura Média =
(N2 de leituras identificadas X 250)/Tamanho da sequéncia amplificada para todos os exdes c/iniciadores™.
*Tamanho da sequéncia amplificada para todos os exdes c/ iniciadores = 10113

@Controlo masculino (normozoospérmico); ®Controlo feminino.

INO1® 12840
INO2®) 25718 636
INO3 5134 127
INO4 8214 203
INO5 31934 789
INOG6 24624 609
INO7 19744 488
INO8® 29188 722
INO9 8854 219
INO10 18194 450
INO11 9590 237
INO12 20398 504
INO13 29770 736
INO14 8520 211
INO15 11576 286
INO16 8282 205

65



INO17 5446 135
INO18 13634 337
INO19 9950 246
INO20 24064 595
INO21 16528 409
INO22 5978 148
INO23 21042 520
INO24 16898 418
INO25 6798 168
INO26 13898 344
INO27 25886 640
INO28 19326 478
INO29 43684 1080
INO30 38154 943
INO31 31436 777
INO32 38248 946
INO33 24844 614
INO34 20806 514
INO35 5004 124
INO36 7950 197
INO37 8644 214
INO38 14744 364
INO39 8052 199
INO40 12294 304
INO41 10298 255
INO42 13062 323
INO43 8894 220
INO44 12124 300
INO46 13500 334
INO47 17606 435
INOA48 19312 477
INO49 13170 326
INO50 31788 786
INO51 9380 232
INO52 10052 248
INOS55 15682 388
INOS56 19560 484
INO57 9418 233
INO58 0828 243
INO59 8836 218
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INO60 14056 347
INOG61 21310 527
INO62 17186 425
INO63 15966 395
INO64 20296 502
INO65 7752 192
INOG66 11806 292
INOG67 10072 249
INO68 7288 180
INO69 3504 87
INO70 9934 246
INO71 11012 272
INO72 19348 478
INO73 19828 490
INO74 6638 164
INO75 6868 170
INO76 8694 215
INO77 19830 490
INO78 13638 337
INO79 25230 624
INO80 30942 765
INO81 7598 188
INO83 37054 916
INO84 6790 168
INO85 12062 298
INO86 14880 368
INO87 12006 297

Tabela 8.6. — Alteragdes detetadas e respetivo total de amostras e frequéncia por alteracéo.

@Presente em todas as amostras exceto INO28, INO33, INO39, INO41, INO48, INO57 e INO77; ® Frequéncia relativa aos
alelos analisados nas amostras+controlos; ©Presente em todas as amostras; @Controlo masculino (normozoospérmico);
@Controlo feminino; MFalso positivo.

Alteracédo (HGVS)
cDNA Proteina Amostras+Controlos Ve d?FAr rer:qolf;rr]eé?;r)%())ntrolos
€.2730+188C>A - INO21 1(0,012)
€.2730+137A>G - INO41 1(0,012)
€.2566-3T>C - @ 72 (0,857)
€.2566-4A>T - @ 72 (0,857)
€.2566-47T>A - INO7 1(0,012)
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€.2565+58T>C

INO14

INO23

INO71

3(0,036)

€.2541T>C

p.Asp847=

INO38

INO61

2(0,024)

€.2336-58G>A

INO14

1(0,012)

C.2319T>A

p.Thr773=

(©)

84 (1,000)

€.2112+39G>T

INO77

1(0,012)

€.1995+124G>A

INO1@

INO4

INO16

INO17

INO19

INO22

INO28

INO30

INO43

INO46

INO71

INO80

12 (0,143)

€.1925-37A>G

INO75

1(0,012)

€.1654-23C>T

INO2®)

INOS

INO6

INO7

INO8©

INO10

INO11

INO13

INO14

INO21

INO23

INO24

INO25

INO26

INO27

INO28

INO29

INO31

INO32

44 (0,523)
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INO34

INO35

INO36

INO37

INO38

INO40

INO47

INO49

INO50

INO55

INO57

INO58

INO59

INO61

INO62

INO6G4

INOG67

INO68

INO72

INO73

INO74

INO75

INO76

INO79

INO85

€.1654-25A>G

INO2®

INO3

INO12

INO15

INO18

INO20

INO41

INO42

INO44

INO51

INOG3

INOG5

INO66

INO70

INO83
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INO84

INO86

INO87

€.1351G>A

p.Glu451Lys

INO38

INO61

2(0,024)

€.971-73G>A

INO31

1(0,012)

€.942C>T

p.Gly314=

INO52

1(0,012)

€.889-27T>C

INO33

INO39

INO48

INO77

4 (0,048)

€.738-16dupT

INO1@

INO2®

INO4

INO5

INOG6

INO7

INO8©

INO9

INO13

INO14

INO16

INO19

INO22

INO23

INO24

INO25

INO26

INO28

INO30

INO31

INO33

INO34

INO35

INO40

INO47

INO48

INO49

INO50

INO52
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43 (0,512)




INO55

INOS57

INOS58

INOS59

INO61

INOG62

INOG4

INO67

INOG8

INOG9

INO72

INO73

INO74

INO85

€.652-170T>C

INO72

1(0,012)

€.571-26T>C

INO1@

INO4

INO9

INO17

INO19

INO22

INO43

INO46

INO80

8 (0,095)

c.450C>T

p.Alal50=

INOG67

1(0,012)

€.389A>G

p.Lys130Arg

INO14

INO23

INO26

INO28

INO56

INO67

INO77

6 (0,071)

€.290-22T>C

INO14

1(0,012)

€.289+35G>A

INO2®)

INO6

INO7

INO8@

INO10

INO11

INO13
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INO21

INO24

INO25

INO27

INO31

INO32

INO34

INO36

INO37

INO40

INO47

INO49

INO50

INO55

INO57

INO58

INO59

INO6G4

INOG8

INO72

INO73

INO74

INO75

INO76

INO79

INO83

INO85

INO87

€.204+30A>G

INO57

1(0,012)

.82+60A>G0

INO83

1(0,012)

Tabela 8.7. - Amostras e respetivas alteragdes e localizago das mesmas no gene TEX11.
ID (Obs.)-Observagdes sobre a alteracéo, REF-Alelo de referéncia; ALT-Alelo alterado.
@Controlo masculino (normozoospérmico); ®Controlo feminino

INO1®

rs1536250 €.2566-3T>C - 1vVS27
rs1536251 €.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
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rs12014919 | C T ]c.1995+124G>A - 1VS22
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs17301944 | T C €.571-26T>C - 1VS6
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - IvVS27
= rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
8 rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
= rs5980983 T C €.1654-25A>G - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs5937008 | C T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
8 rs1536251 A T €.2566-4A>T - IvVS27
Z | rs4844240 T A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 T C €.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
8 rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | 1512014919 | C T ]c.1995+124G>A - 1VS22
rs5902674 | TC | TTC | ¢.738-16dupT - VS8
rs17301944 | A G €.571-26T>C - 1VS6
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
8 rs1536251 T A €.2566-4A>T - 1VS27
Z | 11325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| ¢.738-16dupT - VS8
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
8 rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | 11325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs5937008 | C T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
rs763757854 | T A €.2566-47T>A - IVS27
'g rs4844240 A T c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
B rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VS8
rs5937008 | C T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
_ rs4844240 T A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
%o° rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
= rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs5937008 | C T | c.289+35G>A - IVS3
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rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
o rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
O | rsa844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
"~ | rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs17301944 | A | G | ¢.571-26T>C - IVS6
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
o | rsl536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 | G | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 | C | T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
o | rs1536251 T A €.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 | A | T C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 | T | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 | C | T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
Z | rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | T | C | c.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
g rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | G | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | C | T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
rs41303711 | A | G | c.2565+58T>C - IVS27
rs12690066 | C | T | c.2336-58G>A - IVS25
% rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | G | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - VS8
N&o descrita | TA | T €.738-24delA - VS8
rs6525433 T C €.389A>G p.Lys130Arg Ex.5
Né&o descrita | A G €.290-22T>C - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | T | C | c.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
g rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | 1512014919 | C | T |c.1995+124G>A - VS22
rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
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rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
Z | rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs12014919 | C | T |c.1995+124G>A - VS22
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
Z | rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | T | C | c.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
g rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs12014919 | C | T |c.1995+124G>A - VS22
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs17301944 | A | G | ¢571-26T>C - 1IVS6
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
§ rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
Z | rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | T | C | c.1654-25A>G - IVS17
Ndo descrita | G T |c.2730+188C>A - 1VS28
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
Z | rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 | G | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 | C | T | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
g rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs12014919 | C | T |c.1995+124G>A - VS22
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs17301944 | A | G | ¢571-26T>C - IVS6
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
o | 1541303711 | A | G | c.2565+58T>C - IvVS27
§ rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 | G | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs6525433 T C ¢.389A>G p.Lys130Arg Ex5
rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IvVS27
§ rs4844240 | T | A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | G | A | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | C | T | c.289+35G>A - IVS3
§ rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IVS27
Z | rs1536251 | A T €.2566-4A>T - IVS27
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rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs5937008 C T €.289+35G>A - 1VS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
§ rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs6525433 T C ¢.389A>G p.Lys130Arg Ex5
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
~ | rs1536251 A T €.2566-4A>T - IvVS27
§ rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 C T €.289+35G>A - IVS3
rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
o | 112014919 | C T |¢.1995+124G>A - 1VS22
§ rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
| rs5902674 | TC | TIC €.738-16dupT - VS8
rs6525433 T C €.389A>G p.Lys130Arg Ex5
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
g rs1536251 | A | T | c.22566-4A>T - IVs27
Z | rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
o | rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs12014919 | G A | €. 1995+124G>A - 1VS22
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VS8
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
o | rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
§ rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs188603291 | G A c.971-73G>A - IVS11
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs5937008 G A €.289+35G>A - 1VS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
~ rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 G A €.289+35G>A - 1VS3
rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
g rs6653304 T C €.889-27T>C - 1IVS10
= rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
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rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - IvVS27
% rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - VS8
rs5937008 G A €.289+35G>A - 1S3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IvVS27
o | 1s1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
§ rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC TC| c.738-16dupT - 1VVS8
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IvVS27
© | 1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
§ (54844240 | T | A | c2319T>A | p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 G A €.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
~ | rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
§ (54844240 | T | A | c2319T>A | p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 G A €.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
§ rs16991177 | T | C €.2541T>C p.Asp847= Ex.27
Z | rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs4844247 G A €.1351G>A p.Glu451Lys Ex.15
% rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs6653304 T C €.889-27T>C - IVS10
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
g rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC TC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs5937008 G A €.289+35G>A - IVS3
o | rs12010019 | A G |c¢.2730+137A>G - 1VS28
C;r rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
g rs1536251 | A | T | c.22566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
o | 51536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
(;r rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
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rs12014919 | C | T |c.1995+124G>A - VS22
rs17301944 | T | C | c¢571-26T>C - IVS6
rs1536250 | T | C | c¢.2566-3T>C - IVS27
% rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 | T | A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | A | G | c.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
o | 151536251 | A | T | c2566-4A>T - IVS27
?Zar rs4844240 | T | A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs12014919 | C | T |c.1995+124G>A - VS22
rs17301944 | T | C | ¢571-26T>C - IVS6
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
'67 rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
o | 154844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
é (6653304 | T | C | c889-27T>C - IVS10
rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 T | c2566-4A>T - IVS27
g rs4g44240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z| 151325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
% 14844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c¢.2566-3T>C - IVS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
o | 151536251 | A | T | c2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 | T | A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs139872637| C | T .942C>T p.Gly314= Ex.11
o | 1s1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
§ rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 | T | A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
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rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - VS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
o | 151536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
§ (1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs4844240 | T | A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
| 151325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
é rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
N&o descrita | A G €.204+30A>G - 1IVS2
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
% rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
% rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - VS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
o | 151536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
§ rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
| rs16991177 | T | C .2541T>C p.Asp847= Ex.27
§ rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs4844247 | G | A c.1351G>A | p.Glu451Lys Ex.15
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
o | 151536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - VS8
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
% rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 | T | A .2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
< | 151536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
§ rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
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rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - VS8
rs5937008 | G A | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVs27
Z | rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
§ rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
Z | rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
~ rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
§ rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
Néo descrita | C T c.450C>T p.Alal50= Ex5-6
rs6525433 A G €.389A>G p.Lys130Arg Ex.5-6
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
% rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs5937008 | G A | .289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
% rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
Z | rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5902674 | TC | TTC| c¢.738-16dupT - 1VVS8
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
g rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 A G €.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
- | rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
'g rs41303711 | T C €.2565+58T>C - IVS27
rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs12014919 | C T ]c.1995+124G>A - VS22
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
g rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
Z | rs5902674 | TC | TIC| c.738-16dupT - 1VVS8
N&o descrita | T C €.652-170T>C - IVS7
rs5937008 G A €.289+35G>A - 1VS3
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rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - IvVS27
g rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC |TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 G A €.289+35G>A - 1S3
rs1536250 A G €.2566-3T>C - IvVS27
rs1536251 T A €.2566-4A>T - 1VS27
g rs4844240 A T €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 G A €.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC T €.738-16dupT - 1VVS8
rs5937008 C T €.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
g rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | N&o descrita | A G | ¢.1925-37A>G - IvVS21
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 G A €.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
© | 1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
é rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 G A €.289+35G>A - IVS3
rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
g N4o descrita | G T | ¢.2112+39G>T - 1VS23
Z | rs6653304 T C €.889-27T>C - IVS10
rs6525433 A G €.389A>G p.Lys130Arg Ex.5-6
o | 1536250 T C €.2566-3T>C - IVS27
'g rs1536251 A T €.2566-4A>T - 1VS27
rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
o | 1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
'g rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs1325094 C T €.1654-23C>T - IVS17
rs5937008 G A €.289+35G>A - IVS3
rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
- rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs12014919 | C T ]c.1995+124G>A - 1VS22
rs17301944 T C €.571-26T>C - 1VS6
o | rs1536250 T C €.2566-3T>C - 1VS27
§ rs1536251 A T €.2566-4A>T - IVS27
rs4844240 T A c.2319T>A p.Thr773= Ex.25
% rs1536250 | T | C | ¢.2566-3T>C - IVS27
Z | rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
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rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | A | G | c.1654-25A>G - IVS17
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
% rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 T A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | A | G | c.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
g rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
Z | rs1325094 | C | T | c.1654-23C>T - IVS17
rs5902674 | TC | TTC| c.738-16dupT - IVS8
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
g rs1536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
Z | rs4844240 | T | A €.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | A | G | c.1654-25A>G - IVS17
rs1536250 | T | C | c.2566-3T>C - IVS27
| 151536251 | A | T | c.2566-4A>T - IVS27
§ rs4844240 | T | A C.2319T>A p.Thr773= Ex.25
rs5980983 | A | G | c.1654-25A>G - IVS17
rs5937008 | G | A | c.289+35G>A - IVS3
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