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Sumario

As ciliopatias sdo doencas hereditarias clinicamente e geneticamente heterogéneas,
caracterizadas por disfuncdo ciliar. A patologia discinesia ciliar primaria (PCD, primary ciliary
dyskinesia) resulta de defeitos em cilios moveis, e pode apresentar manifestacdes como depuracdo
mucociliar defetiva, situs inversus e reduzida motilidade de espermatozoides (astenozoospermia). Esta
rara ciliopatia, de dificil diagndstico, estad associada a mais de 45 genes. Como tal, a valida¢do da
caracterizacdo molecular de multiplos genes por sequenciagdo de nova geragdo (NGS, next-generation
sequencing) é essencial para o diagndstico e investigacdo desta doenga. Simultaneamente, procurou-se
avaliar a associacao entre astenozoospermia e 8 genes tradicionalmente associados a PCD.

Os genes DNAAF2, DNAH5, DNAH11, DNAIL, DNAI2, NME8, RSPH9 e RSPH4A (223 ex0es)
foram analisados em 48 homens diagnosticados com astenozoospermia, utilizando a plataforma de NGS
MiSeq e a metodologia Ampliseq (Illumina). Recorreu-se a sequenciagdo de Sanger para a avaliagdo de
regibes com cobertura vertical inferior a 20x. A anotagédo de variantes incluiu as ferramentas VarAFT,
Variant Interpreter, HGMD, Alamut Visual-Plus, VVarSome, ClinVar, HSF e IGV.

Foram identificadas 57 variantes, em 47 dos 48 doentes, incluindo 9 de significado clinico
desconhecido (VUS, variant of unknown significance), 2 provavelmente patogénicas e 1 patogénica.
Destacam-se as VUS DNAH11:¢.2909A>G e DNAH11:¢.9935A>T, possivelmente presentes em trans
(heterozigotia composta) num homem com oligoastenozoospermia, e DNAH5:c.3614C>T e
DNAAF2:¢.2239G>A, uma dupla heterozigotia detetada num doente com oligoastenoteratozoospermia.
Adicionalmente, as variantes DNAH11:¢.8990G>A e DNAH11:c.10739G>A, identificadas em 2
homens oligoastenozoospérmicos e classificadas como benignas, apresentam classificacdo oposta na
literatura disponivel (patogénicas). Contudo, ndo tendo sido possivel estabelecer uma correlacao causal
direta entre o genotipo e o fendtipo de cada doente, estima-se que os genes analisados ndo constituam a
principal base molecular de astenozoospermia isolada. Ainda assim, serdo necessarios estudos
funcionais e familiares futuros para se poder classificar a patogenicidade destas variantes e compreender
melhor o seu impacto na motilidade dos espermatozoides.

Palavras chave: ciliopatias, discinesia ciliar primaria, infertilidade masculina, astenozoospermia,
sequenciacdo de nova geracao.




Abstract

Ciliopathies are clinically and genetically heterogeneous hereditary diseases, characterized by
ciliary disfunction. Primary ciliary dyskinesia (PCD), in particular, results from defects in maotile cilia
and, therefore, causes defective muco-ciliary clearance, situs inversus and reduced spermatozoa motility
(asthenozoospermia). This rare ciliopathy with a challenging diagnosis is currently associated with over
45 genes. As such, validation of next-generation sequencing based panels to identify genetic variants is
essential for the diagnosis and research of this disorder. Simultaneously, this study aimed to evaluate
the association between asthenozoospermia and a panel of 8 genes related to PCD.

The genes DNAAF2, DNAH5, DNAH11, DNAI1, DNAI2, NME8, RSPH9 and RSPH4A (223
exons) were analyzed in a group of 48 asthenozoospermic men, using Illumina’s MiSeq platform and
Ampliseq methodology. Additionally, Sanger sequencing was employed for the evaluation of regions
of interest with depth coverage below 20x. Variants annotation involved several bioinformatics tools,
including VarAFT, Variant Interpreter, HGMD, Alamut Visual Plus, VarSome, ClinVar, HSF and IGV.

57 variants were identified in 47 out of the 48 patients, including 1 pathogenic, 2 likely
pathogenic, and 9 variants of uncertain significance (VUS). Some VUS are of particular interest, namely
DNAH11:¢.2909A>G and DNAH11:¢.9935A>T, probably present in trans (compound heterozygosity)
in an oligoasthenozoospermic man, and DNAH5:¢.3614C>T and DNAAF2:¢.2239G>A, a double
heterozygosity detected in a patient with oligoasthenoteratozoospermia. Furthermore, the variants
DNAH11:¢.8990G>A and DNAH11:¢.10739G>A, identified in 2 oligoasthenozoospermic men and
described as benign, display contradictory information in the available literature (pathogenic). However,
the impossibility of establishing a direct correlation between the genotype and the phenotype of each
patient, led us to infer that the 8 genes analyzed are unlikely to constitute the principal molecular base
of isolated asthenozoospermia. Even so, future functional and family studies are required in order to
properly classify these variants and better understand their impact on spermatozoa motility.

Keywords: ciliopathies, primary ciliary dyskinesia, male infertility, asthenozoospermia, next-
generation sequencing.
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1 | Introducéo

1.1. Ciliopatias e cilios

Ciliopatias representam um vasto conjunto de doencas hereditarias, clinicamente e geneticamente
heterogéneas, causadas por disfuncdo ciliar 2. Na base destas patologias encontram-se os cilios,
complexos organelos ancorados a membrana celular, conservados ao longo da evolucao, que divergiram
desde o Last eukaryotic common ancestor (LECA) por uma enorme diversidade de espécies 3*. Esta
conservagado entre espécies filogeneticamente distantes permite que muito do conhecimento que se tem
sobre a estrutura e funcionamento destes organelos provenha de organismos como a alga verde
unicelular Chlamydomonas reinhardtii 3. Contudo, é nos vertebrados que os cilios se encontram mais
difundidos, sendo que no ser humano, em particular, estdo presentes em quase todos os tipos de células
8. Como tal, defeitos nestes organelos podem causar uma enorme variedade de sintomas distribuidos por
todo o organismo (Figura 1.1), o que na pratica se reflete tanto em ciliopatias com manifestagdes
isoladas, como em doengas multi-sistémicas com manifestacdes comuns a outras ciliopatias, o que torna
estas patologias particularmente complexas de analisar 3.
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Figura 1.1 A diversidade de manifestacdes resultantes de disfuncéo ciliar. Figura representativa dos diferentes 6rgéos e
tecidos afetados por ciliopatias, as principais manifestaces, e a classe de cilios correspondente. PKD polycystic kidney disease,
NPHP nephronophthisis. Retirado de Reiter e Leroux, 2017 ©.

Os cilios podem ser divididos em dois grupos: cilios primarios, por vezes identificados como imdveis
ou sensoriais, e cilios moveis, geradores de movimento de fluidos ou da motilidade de espermatozoides
¢ Para uma melhor compreensao das suas diferencas, e da sua relevancia para este projeto, é necessario
considerar as fungdes e a ultraestrutura destes organelos.

1.1.1. Cilios primérios, e caracteristicas comuns com os cilios méveis

Relativamente & sua estrutura, cilios primarios e cilios mdveis apresentam diversas semelhancas (Figura
1.2.e). Na superficie apical celular encontra-se ancorado o corpo basal, uma estrutura de 9 tripletos de
microtibulos de y-tubulina, derivada de um centriolo da célula mée, e conectada a membrana ciliar por
fibras de transicdo (também conhecidas como apéndices distais) e apéndices subdistais "®. Logo ap6s o
corpo basal encontra-se a zona de transicao, que inclui estruturas Y-shaped conectadas a membrana ciliar
de modo a separar o compartimento ciliar, permitindo ao cilio estabelecer a composi¢do proteica




necessaria para as suas funcdes 8. E nesta zona de transic&o que a partir do corpo basal se desenvolve o
axonema, uma estrutura central composta por 9 pares de a e B-tubulina (Figura 1.2.g), a qual esta
associado o transporte intraflagelar (IFT, intraflagellar transport) °. Este complexo mecanismo de
transporte bidirecional € responsavel pelo movimento de proteinas e outros compostos da célula para a
ponta do cilio e vice-versa, através de particulas de IFT, ou IFT-trains (i.e., complexos multiproteicos
associados aos microtubulos do axonema e deslocados ao longo destes por proteinas motoras cinesina-
2, para movimento anterégrado, e dineina 2, para movimento retrégrado) 5°.
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Figura 1.2 A estrutura ciliar. (a) Microscopia eletrénica de transmissao de um cilio primario de células do epitélio pigmentar
da retina. (b) Visualizagdo por imunofluorescéncia de cilios primarios de células do ducto coletor medular interno. (c,d)
Microscopia eletrénica de varrimento de cilios nodais e cilios méveis da traqueia de ratos, respetivamente. (e) Estrutura
esquematica de um cilio primério. (f,g) Representacdo transversal da estrutura de um cilio mével e de um cilio primario,
respetivamente. Retirado de Ishikawa e Marshall, 2011 °.

O corpo basal, um dos componentes dos cilios ja enunciado, deriva do centriolo-mée, o qual, juntamente
com o centriolo-filho associado, faz parte do centrossoma, um organelo regulador da divisdo celular e
definido como o principal centro organizador de microtibulos (MTOC, microtubule-organizing center) 7.




Assim, para que ocorra a divisao celular é necessario que a célula reabsorva o cilio previamente a mitose,
e s6 apds a citocinese se volta a formar um novo cilio a partir do centrossoma presente em cada célula,
num processo denominado ciliogénese 1. Neste processo, o centriolo-méae adquire apéndices distais e
subdistais que lhe irdo permitir ancorar-se @ membrana celular, e é a partir de microttbulos do ja
denominado corpo basal que se inicia a formacdo do axonema %%°, A posterior extensdo desta estrutura
depende da importacdo de proteinas citosolicas transportadas até a ponta do cilio pelo mecanismo IFT,
que mesmo apds a extensdo do axonema mantém um continuo turnover de tubulina °%°. Células
multiciliadas (Figura 1.2.d) requerem, contudo, uma multiplicacdo inicial para formacdo de até 300
centriolos a partir do centrossoma inicial 2.

Cilios primarios estdo presentes em quase todas as células quiescentes humanas, um cilio por célula
(Figura 1.2.b). Séo responsaveis pela percecdo de estimulos extracelulares através de recetores
transmembranares e pela coordenacdo da resposta celular, ao estimularem ou reprimirem as vias de
sinalizacdo correspondentes, sendo exemplos as vias de sinalizacdo Hedgehog e Wnt, com impacto ao
nivel da proliferacéo, diferenciacdo e manutencéo celular, entre outros 2. Consequentemente, qualquer
alteracdo que prejudique as fungdes sensoriais e de sinalizacéo destes organelos difundidos por todo o
corpo humano podera dar origem a uma impressionante diversidade de manifestagdes nos mais diversos
orgaos e tecidos, conforme ilustrado na Figura 1.1.

1.1.2. Cilios moveis

Embora sejam estruturalmente semelhantes aos cilios primarios, cilios méveis apresentam algumas
estruturas adicionais ao nivel do axonema (Figura 1.2.f), responséaveis pela motilidade que caracteriza
estes organelos. Para além dos nove pares de microtibulos que conferem a conformagdo 9+0 aos
primeiros, os cilios méveis incluem um par central de microtibulos (conformagdo 9+2), raios radiais
entre este e 0s restantes pares, e ligacdes elasticas, denominadas de complexos regulatorios de nexina-
dinefna, a conectar pares de microtibulos adjacentes 415, Atualmente, considera-se que estas trés
estruturas estejam envolvidas na regulacéo do padrdo do movimento ciliar, ao coordenarem a atividade
dos bracos de dineina 8, Os bracos de dineina s&o proteinas motoras, associados aos nove pares de
microtubulos, responsaveis pela regulacao do batimento do cilio no caso dos bracos de dineina internos
(IDA, ou inner dynein arm), e capazes de gerar a forca necessaria para este movimento com gasto de
adenosina trifosfato (ATP, adenosine triphosphate) no caso dos bracos de dineina externos (ODA, ou
outer dynein arm) .19,

Os cilios moéveis podem atingir dezenas ou até centenas de organelos por célula (Figura 1.2.d), e tendem
a estar presentes num grupo mais restrito de células e tecidos, nomeadamente: i) no epitélio respiratério,
onde promovem a depuracdo mucociliar (i.e., eliminacdo de agentes nocivos inalados e presentes nas
vias respiratorias através do fluxo de muco presente nas mesmas); ii) nas células do epéndima que
revestem os ventriculos cerebrais, nos quais circula o liquido cefalorraquidiano; iii) no epitélio das
trompas de Falopio, para ajudar no movimento do évulo do ovario para o Gtero; iv) em células nodais
da gastrula, durante o desenvolvimento embrionério, que apresentam um Unico cilio mével (9+0) por
célula, desprovido do par central de microtubulos e de raios radiais, 0 que lhes confere um movimento
rotatdrio, ainda assim capaz de criar um fluxo do fluido extracelular (fluxo nodal) implicado na
determinac&o do eixo corporal direita-esquerda; e v) em espermatozoides, que possuem o flagelo, um
cilio movel especializado no qual 0 axonema (9+2) se encontra envolto por estruturas acessorias (bainha
mitocondrial, bainha fibrosa, e fibras densas externas, que contribuem para, por exemplo, a rigidez do
organelo e o fornecimento de energia), e que difere na sua fungdo, ao conferir motilidade a célula 224,




Defeitos em cilios méveis podem afetar varios 6rgados (Figura 1.1), mas estdo associados essencialmente
a uma ciliopatia, a discinesia ciliar primaria.

1.2. Discinesia ciliar primaria

Discinesia ciliar priméaria (PCD, primary ciliary dyskinesia) é uma ciliopatia resultante de defeitos em
cilios mdveis, associada primariamente a incapacidade de remogéo de muco nas vias respiratorias 2.
Entre as manifestaces clinicas inclui-se infeces respiratdrias recorrentes, com tendéncia a desenvolver
bronquiectasias, rinite e sinusite cronicas, hidrocefalia, infertilidade feminina, infertilidade masculina,
situs inversus (presente em cerca de 50% dos casos de PCD, nos quais a doenca passa a ser denominada
por sindrome de Kartagener), entre outras 2>2°,

Esta doenca rara e pouco conhecida, cuja prevaléncia é dificil de determinar, tem uma incidéncia
estimada de 1/15 000 a 1/30 000 nascimentos, mas que podera estar subestimada devido ao seu dificil
diagndstico 2. Por norma PCD expressa-se desde 0 nascimento, podendo estar associada a insuficiéncia
respiratoria neonatal sem explicacdo, bem como tosse produtiva cronica e congestdo nasal crénica com
inicio nos primeiros meses de vida, para além da existéncia de situs inversus totalis ou outras
deficiéncias de lateralidade 2. Contudo, a falta de conhecimento em relagdo a doenca por parte de
pediatras, a sobreposicdo de sintomas com outras doencas, a auséncia de um teste diagndstico Unico, e
a consequente necessidade de um conjunto de testes especializados e nem sempre disponiveis — como a
medicdo do Oxido nitrico nasal, cujos valores diminuem com a doenga, a microscopia eletronica de
transmissdo (TEM, transmission electron microscopy), para identificagdo de defeitos na ultraestrutura
ciliar, a microscopia de video de alta velocidade, que permite avaliar a frequéncia e padrdo do
movimento ciliar, e testes genéticos —, dificultam o atempado diagndéstico desta patologia, essencial para
um melhor acompanhamento, prevencdo de danos pulmonares graves e irreversiveis, e
fundamentalmente melhor qualidade de vida 2°-3,

Atualmente ndo existem terapias capazes de recuperar a funcéo ciliar em individuos afetados por PCD.
Como tal, cada caso deve ser monitorizado e gerido consoante as manifestagcdes presentes, por norma
com medidas para melhorar a eliminagdo do muco e prevenir e tratar infe¢cGes nas vias respiratorias
superiores e inferiores %32, Contudo, com excec¢do do antibiético azitromicina, associado a uma reducéo
significativa de exacerbagdes respiratorias em pacientes com PCD, a auséncia de ensaios clinicos obriga
a que a abordagem definida para estes doentes seja baseada no tratamento de doencas com sintomas
semelhantes, como a fibrose quistica 323, De futuro, o tratamento de PCD podera passar por edicdo
génica para recuperagdo da motilidade ciliar, tal como demonstrado por um estudo promissor, embora
inicial, de Lai et al. (2016), em células epiteliais respiratérias e com o gene DNAH11 34,

1.2.1. Etiologia genética da discinesia ciliar primaria

Discinesia ciliar primaria é uma patologia de grande heterogeneidade genética que apresenta, por norma,
transmissdo autossémica recessiva e, mais raramente, transmissao ligada ao cromossoma X recessiva
ou transmissédo autossomica dominante 2°*°%¢, Conhecem-se atualmente mais de 45 genes associados a
doenca, mas ainda assim ndo € identificada a causa genética responsavel em aproximadamente um terco
dos casos, um valor que podera decrescer nos proximos anos com a identificagdo de mais genes e variantes
patogénicas associados a PCD %27, Neste projeto serdo estudados 8 genes, DNAH5, DNAH11, DNAI1,
DNAI2, NMES8, DNAAF2, RSPH4A e RSPH9 (Tabela 1.1), todos com transmissdo autossémica recessiva.




Tabela 1.1 Painel de genes em estudo.

oum Lol
gmgl:gxonemal heavy chain 5) 603335 5p15.2 ODA

gmgﬁix](-)nemal heavy chain 11) 603339 7p15.3 ODA

ByNn’glnlaxonemal intermediate chain 1) 604366 9p13.3 ODA

Bmgfaxonemal intermediate chain 2) 605483 17925.1 ODA

mgims family member 8) 607421 7pl4.1 ODA

Bxgﬁginemal assembly factor 2) 612517 14921.3 ODA e IDA

(I:\;:g:llgpoke head component 9) 612648 6p21.1 Raio radial e par central
it s 612647 6022.1 Raio radial e par central

(radial spoke head component 4A)

NME/NM non-metastatic, OMIM Online Mendelian Inheritance in Man, p braco curto, g brago longo, ODA
braco de dineina externo, IDA braco de dineina interno

1.2.1.1. DNAH5 e DNAH11, DNAI1 e DNAI2, e NME8, componentes dos bragos
de dineina externos

A auséncia de bracos de dineina, ou 0 encurtamento destas estruturas, representam a principal causa de
discinesia ciliar primaria 2. Os bracos de dineina externos, em particular, sdo indispensaveis para o
correto funcionamento dos cilios méveis devido a propulsdo que conferem a cada batimento do organelo
e, como tal, a patologia PCD tende a ser causada por defeitos em proteinas da sua estrutura, proteinas
citoplasmaéticas necessarias para a sua formacdo (e de IDA), e proteinas presentes no complexo de
ancoragem de ODA ao microtlbulo ¥. Estruturalmente, cada ODA é constituido por duas proteinas
motoras, denominadas de cadeias pesadas, e por duas cadeias intermediarias (DNAI1 e DNAI2) e diversas
cadeias leves, que se considera estarem envolvidas na regulacdo das cadeias pesadas e serem necessarias
para a sua estabilidade *3°, Estudos em células epiteliais respiratérias humanas identificaram a existéncia
de dois subtipos de ODA: ODA tipo 1, presente na regido proximal do cilio e composto pelas proteinas
motoras DNAH5 e DNAH11, e ODA tipo 2, na regido distal, com DNAH5 e DNAH9 (dynein axonemal
heavy chain 9) “°4!, Variantes patogénicas nos genes em estudo DNAH5, DNAH11, DNAI1 (alguns dos
genes mais frequentemente associados a doencga) e DNAI2 sdo responséveis pelo encurtamento ou até
auséncia de ODA com impacto na motilidade do cilio e, como tal, estdo associados a problemas
respiratérios, situs inversus e outros sintomas caracteristicos de PCD #3742, Contudo, estudos recentes
apontam para a existéncia de um terceiro tipo de ODA, composto pelas cadeias pesadas DNAHS (dynein
axonemal heavy chain 8) e DNAH17 (dynein axonemal heavy chain 17), e presente nos testiculos ao
invés de ODA tipo 1 e ODA tipo 2 44, Estas conclusdes baseiam-se, por um lado, na elevada expressdo
de DNAH8 e DNAH17 nos testiculos e na muito baixa expressdo de DNAH5 e DNAH11 (e DNAH9, na
maior parte da espermatogénese) nos mesmos, e 0 oposto ao nivel de células respiratorias, e por outro,
na identificacdo de variantes patogénicas nos genes DNAH17 e DNAH8 em individuos masculinos,
diagnosticados com infertilidade isolada, caracterizada por perda de ODA em células germinativas




masculinas, mas ndo nos cilios de células respiratérias dos pulmdes “%°. Ainda assim, existem casos
reportados de PCD com infertilidade masculina associados aos genes DNAH5 e DNAH11 4647,

Similarmente aos genes mencionados no paragrafo anterior, NMES8 codifica uma proteina constituinte
dos bracos de dineina externos e, como tal, variantes patogénicas neste gene sao responsaveis pelo
encurtamento ou auséncia desta estrutura, identificado por TEM, e consequentemente responsaveis por
diversos sintomas associados a PCD, nomeadamente ao nivel das vias respiratérias e na localizagdo dos
érgdos “8, Existe, contudo, uma significativa falta de informacéo sobre este gene e a sua relagédo com a
doenca devido a quase total auséncia de casos diagnosticados, ndo tendo ainda sido descritos casos de
infertilidade masculina associada ao gene NMES8, embora este tenha sido inicialmente identificado e
caracterizado em células germinativas testiculares humanas “.

1.2.1.2. DNAAF2, um fator de assemblagem de dineina no citoplasma

O gene DNAAF2, juntamente com varios outros fatores de assemblagem de dineina, € responsavel pela
formacdo de ODA e de IDA, ainda no citoplasma, antes de serem transportados pelo mecanismo IFT
até ao local da sua funcdo 5°-°2. Relativamente a este processo de formacéo, sabe-se que DNAAF2
interage com a proteina DNAI2 de ODA, e que quando a primeira se encontra defetiva ndo ocorre
estabilizacéo e adicdo das cadeias pesadas, exceto em ODA tipo 1 que aparenta ndo ser afetado 503,
Este encurtamento ou auséncia dos bragos de dineina devido a variantes patogénicas em DNAAF2 é
responsavel por cilios moéveis sem motilidade e, naturalmente, encontra-se associado aos diversos
sintomas de PCD previamente descritos, incluindo infertilidade masculina 5%,

1.2.1.3. RSPH4A e RSPH9, constituintes dos raios radiais

Embora os bragos de dineina sejam essenciais para o batimento ciliar, ndo sdo o Unico fator que, se
afetado, pode causar PCD. Os raios radiais sdo estruturas de ligacdo entre o par central de microtibulos
e 0s restantes nove pares, que assistem na regulacdo do movimento dos cilios méveis, como indicado
anteriormente (seccdo 1.1.2. Cilios méveis) Y'. Variantes patogénicas em diversos genes desta estrutura,
incluindo RSPH4A e RSPH9, afetam a integridade dos raios radiais e do complexo do par central e
alteram o padréo de movimento do cilio para um movimento circular anormal o que, consequentemente,
causa complicagdes respiratdrias, infertilidade e outros sintomas previamente identificados de PCD,
com excecdo da disrupcdo do eixo corporal direita-esquerda devido a natural auséncia de raios radiais
em células nodais *°¢. Contudo, RSPH4A poderd ndo ser necessaria para a producdo de
espermatozoides viaveis, ja que estudos apontam para uma muito baixa expressdo do gene RSPH4A nos
testiculos, possivelmente compensado pelo gene pardlogo RSPH6A (radial spoke head 6 homolog A),
expresso essencialmente nestes 6rgdos “°7. Ainda assim, Wang et al. (2022) identificaram duas
variantes patogénicas no gene RSPH4A (heterozigotia composta) como a causa de PCD e infertilidade
(astenoteratozoospermia) de um individuo do sexo masculino 8,

1.3. Infertilidade masculina e astenozoospermia

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, World Health Organization) a infertilidade é um
problema de salde publica definido como a incapacidade de engravidar ap6s um periodo de 12 meses
de relacOes sexuais regulares desprotegidas . Estima-se que possa afetar aproximadamente 1 em cada
6 pessoas em idade reprodutiva a nivel mundial em algum momento da sua vida, ou seja, 17,5% da




populagdo adulta, embora a dificuldade na avaliacdo desta prevaléncia leve a que tais estudos sejam
pouco frequentes e apresentem uma consideravel variacdo de resultados entre si *°. Relativamente a
causa da incapacidade de engravidar destes casais inférteis, verifica-se uma divisdo semelhante entre 0s
casos motivados por fatores femininos e os que derivam de fatores masculinos, ambos responsaveis por
aproximadamente um terco dos mesmos, enquanto que o ultimo tergo se encontra dividido similarmente
entre casos resultantes da combinacao de fatores masculinos e femininos e casos de infertilidade sem
explicacgéo .

Os casos de infertilidade masculina, em particular, podem derivar de diversos fatores com impacto na
producdo dos espermatozoides, dever-se a caracteristicas anormais na qualidade e funcdo destes, ou
resultar da obstrucdo do trato reprodutor ou de outras disrupgOes da funcdo ejaculatdria 62, Sao
exemplos varicocelo, trauma testicular, infecBes urogenitais, tratamentos médicos como a
quimioterapia, e alteragdes hormonais, e ainda condigdes genéticas como a sindrome de Klinefelter,
microdele¢des no cromossoma Y e fibrose quistica 562, Fatores ambientais e fatores do estilo de vida
também tém impacto na fertilidade masculina, sendo exemplos o tabaco, alcool, drogas, obesidade,
exposicdo a toxinas, e a propria idade do individuo %2, Por norma, estes fatores causam alteragdes
percetiveis num espermograma (Tabela 1.2), o principal exame para determinacdo da contribuicdo de
fatores masculinos para a infertilidade do casal, que consiste na andlise de diversos parametros do
ejaculado incluindo o seu volume, viscosidade e pH, bem como a concentragdo, motilidade e morfologia
dos espermatozoides . Se forem detetados parametros anormais devera ser necessaria uma avaliagdo
mais exaustiva para identificar a causa da alteragdo e, consequentemente, a sua corre¢do, ou caso tal ndo
seja possivel, para se perceber se o casal podera conceber com recurso a tecnologias de reprodugdo
assistida, como a fertilizagdo in vitro (IVF, in vitro fertilization) por microinjecéo intracitoplasmética
de espermatozoides (ICSI, intracytoplasmic sperm injection) — particularmente utilizada em casos de
infertilidade masculina causados, por exemplo, por problemas na mobilidade dos espermatozoides ou
baixa concentracdo dos mesmos —, ou Se Serd necessario recorrer a espermatozoides de dador ou a
adocdo 4%, Adicionalmente, identificar e compreender a causa responsavel pela infertilidade masculina
pode ser de extrema importancia para a satde do individuo, caso se verifique que o fator é prejudicial
para a sua saude e até potencialmente fatal (e.g., cancro testicular), e para a satde da descendéncia, nos
casos de comorbidades genéticas hereditarias, para que se possa proporcionar um correto
aconselhamento ao casal ®. Contudo, estima-se que em cerca de 30% a 40% dos casos de infertilidade
masculina com espermograma anormal ndo seja identificado um fator associado a variacao (infertilidade
masculina idiopatica) %. Como tal, tendo em conta que existem milhares de genes envolvidos na
espermatogénese, e que causas genéticas sdo responsaveis por aproximadamente 15 a 17% dos casos de
infertilidade masculina, é possivel que a identificacdo de novas causas genéticas venha a contribuir para
o diagnostico de uma percentagem significativa destes casos de infertilidade masculina idiopatica 957,

Tabela 1.2 Exemplos de formas de infertilidade masculina baseadas em alteracfes do espermograma. Com excecédo da
aspermia e azoospermia, a presenca de uma altera¢do espermatica num determinado individuo ndo exclui a presenca simultanea
de outra alteracdo. O diagndstico é feito de acordo com valores de referéncia e, quando nenhum dos pardmetros se encontra
alterado, a amostra € classificada como normozoospérmica .

Caracteristica espermatica  Fenotipo Valor de referéncia
Aspermia Auséncia completa de ejaculado -

. . . . < 40% esp moveis,
Astenozoospermia Espermatozoides com defeitos na motilidade < 329% esp com MP
Azoospermia Auséncia de espermatozoides no ejaculado Oesp




Necrozoospermia Baixa percentagem de espermatozoides vivos < 52% esp Vvivos

Oligozoospermia Baixa concentracéo de espermatozoides < 15000 000 esp/ml

Teratozoospermia Espermatozoides com morfologia anormal < 4% esp com MN
esp espermatozoides, MP motilidade progressiva, MN morfologia normal

Tal como referido nas seccdes 1.1.2. Cilios méveis e 1.2. Discinesia ciliar primaria, a patologia
discinesia ciliar priméaria pode causar infertilidade masculina devido a fungdo que os varios genes
envolvidos na doenga tém no correto funcionamento do flagelo, uma estrutura crucial na motilidade dos
espermatozoides. Como tal, a patologia tende a estar associada a uma caracteristica espermaética
especifica, a astenozoospermia. Esta forma de infertilidade masculina é caracterizada por baixa
motilidade dos espermatozoides, sendo diagnosticada quando a analise do esperma revela que menos de
40% dos espermatozoides possuem motilidade, ou menos de 32% possuem motilidade progressiva, de
acordo com a WHO ¢¢°_ Contudo, tendo em conta que PCD esta hoje associada a mais de 45 genes, um
nimero que até podera continuar a aumentar, torna-se evidente a necessidade de uma metodologia que
permita a andlise simultanea de multiplos genes e doentes por ensaio, 0 que a sequencia¢do de nova
geragdo (NGS, next-generation sequencing) é capaz de cumprir com custos e tempo despendido
aceitaveis °. N&do obstante, a sua implementacdo requer uma melhor compreenséo dos genes a analisar,
e é precisamente isso que se pretende atingir com este projeto: avaliar a associacdo entre 0s genes
DNAHS5, DNAH11, DNAIL, DNAI2, NME8, DNAAF2, RSPH9 e RSPHA4A e a astenozoospermia.

1.4. Objetivos

Tendo por base a informagéo previamente descrita, este projeto foi desenvolvido essencialmente com
dois propositos. Pretendeu-se, numa vertente mais técnica, implementar e validar experimentalmente a
caracterizacdo molecular de um painel de genes em estudo (DNAH5, DNAH11, DNAI1, DNAI2, NMES,
DNAAF2, RSPH4A e RSPH9) por sequenciacdo de nova geracdo. Adicionalmente, procurou-se
progredir no conhecimento cientifico em relacéo a infertilidade masculina no contexto da discinesia
ciliar primaria, ao determinar se alteragbes nestes oito genes poderiam estar associadas a
astenozoospermia, sem que os doentes manifestassem outras caracteristicas fenotipicas mais graves
associadas as ciliopatias. Para tal, foram estabelecidos trés objetivos principais:

I.  Sequenciacdo de nova geracdo do painel de genes em estudo, num conjunto de amostras de
homens inférteis astenozoospérmicos, para identificacdo das variantes presentes;

Il.  Assegurar a sequenciacdo e andlise de todas as regides alvo, através da avaliacéo in silico da
cobertura das regifes sequenciadas na fase anterior e da utilizagdo de sequenciagdo de Sanger
para pesquisa de variantes em regides com cobertura inferior a 20x;

I1l.  Anotacgdo e avaliagdo biopatoldgica das variantes identificadas nas duas fases anteriores, com
previsdo de consequéncias funcionais e estruturais em espermatozoides, para estabelecimento
de correlacGes gendtipo-fenotipo.




2 | Materiais e Métodos

2.1. Amostras biologicas

O presente estudo compreendeu um total de 164 amostras, obtidas de utentes com origem geogréfica
em Portugal. Destas, 116 sdo provenientes de individuos que ndo apresentam a patologia em estudo,
pelo que constituem o grupo controlo. Os restantes 48 utentes, todos do sexo masculino, foram
diagnosticados com infertilidade por possuirem astenozoospermia isolada, ou seja, ndo sindrémica,
frequentemente associada a outras alteracdes do espermograma, tal como indicado na Tabela 2.1. Todas
as amostras de DNA (acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid) referidas fazem parte
da colegdo de amostras de DNA do Departamento de Genética Humana do Instituto Nacional de Satude
Doutor Ricardo Jorge, as quais foram obtidas apds consentimento informado dos respetivos utentes no
ambito da realizacdo de testes genéticos e de cedéncia das mesmas para investigacdo biomédica, tendo
ainda sido codificadas e irreversivelmente anonimizadas.

Tabela 2.1 Doentes que compdem o grupo de 48 homens inférteis, distribuidos de acordo com os ensaios de sequenciagdo
de nova geragdo em que as amostras foram incluidas, e classificacdo do respetivo espermograma. Os primeiros 3 ensaios
de NGS (sequenciacdo de nova geracdo, do inglés next-generation sequencing) incluiram apenas amostras controlo. ID -
identificacdo da amostra/doente; OTA - oligoteratoastenozoospermia; OAz - oligoastenozoospermia; Atz - astenozoospermia.

4° ensaio NGS 5° ensaio NGS 6° ensaio NGS
ID Espermograma ID Espermograma ID Espermograma
PCipl OTA PCipl5 OTA PCip30 OTA
PCip2 OTA PCipl6 OTA PCip31 OTA
PCip3 OAz PCipl7 OTA PCip32 OTA
PCip4 OAz PCip18 OTA PCip33 OTA
PCip5 OTA PCip19 OAz PCip34 OTA
PCip6 OTA PCip20 OAz PCip35 Atz
PCip7 OAz PCip21 OTA PCip36 OTA
PCip8 OAz PCip22 Atz PCip37 OTA
PCip9 OTA PCip23 OTA PCip38 OTA
PCipl0 OAz PCip24 OTA PCip39 OAz
PCipll OAz PCip25 OAz PCip40 OTA
PCip12 OTA PCip26 OTA PCip4l OAz
PCipl3 OTA PCip27 Atz PCip42 OTA
PCip14 OTA PCip28 OTA PCip43 OTA
PCip29 OTA PCip44 OTA
PCip45 OAz
PCip46 OTA
PCip47 OTA
PCip48 OTA

2.2. Extracado de DNA genomico

O DNA gendmico, ou gDNA (genomic DNA), foi extraido a partir de células nucleadas do sangue
periférico, utilizando o equipamento MagNA Pure LC 2.0 (Roche). Neste equipamento é utilizado um
conjunto de reagentes especifico, o kit MagNA Pure LC DNA Isolation Kit - Large Volume (Roche), e




executa todo o processo de purificagdo de acidos nucleicos de forma robotizada, obtendo-se no final do
processo de extragdo uma solucdo tamponada que contém o gDNA dissolvido.

2.3. Desenho do painel genético

O painel genético em estudo é composto pelos genes DNAAF2, DNAH5, DNAH11, DNAIL, DNAI2,
NMES, RSPH4A e RSPH9, associados a discinesia ciliar primaria. Este painel customizado foi criado
com recurso ao software DesignStudio, da Illumina, o qual procede a escolha/desenho dos amplicdes
especificos que compreendem os 223 ex6es codificantes e respetivas regides intrénicas proximais dos
referidos genes. Estes amplicbes definem, assim, as regiGes gendmicas alvo analisadas por NGS. O
genoma de referéncia humano usado corresponde ao HG19 (Human Genome version 19), equivalente
ao genoma de referéncia GRCh37 (Genome Reference Consortium Human Build 37).

2.4. Quantificacdo de DNA

De modo a obter a concentragdo de DNA gendmico requerida para a reagao de NGS, 4 ng/ul, de acordo
com as especificacbes da Illlumina (protocolo AmpliSeq for Illumina On-Demand, Custom, and
Community Panels Reference Guide, documento # 1000000036408 v09), procedeu-se a quantificacdo
do gDNA de cada amostra no fluorimetro Qubit 3.0 (Invitrogen). Para maior precisdo, o protocolo
estabelecido compreendeu duas quantificagfes. A primeira quantificacdo, realizada com o kit Qubit
dsDNA Broad Range (2 a 1000 ng) de acordo com as instru¢fes do fabricante, permitiu diluir cada
amostra de gDNA original para uma concentragdo de aproximadamente 10 ng/pl. De seguida procedeu-
se a segunda quantificagdo, desta vez da solu¢do de 10 ng/ul referida, com o kit Qubit dSDNA High
Sensitivity (0 a 100 ng) de acordo com as instru¢des do fabricante, para a preparacdo das solucdes de
DNA com concentragdo desejada (4 ng/ul).

Para confirmacgdo da concentracdo das amostras quantificadas foi realizada uma analise qualitativa e
semiquantitativa do DNA através de eletroforese em gel de agarose (SeaKem) a 1% (p/v), preparado
com tampao TBE (Tris-Borato-EDTA, 1x concentrado) e suplementado com brometo de etidio (10 mg/ml).
DNA de concentragdo conhecida (10 ng/ul) do fago lambda foi utilizado para comparacdo com as
amostras em estudo, permitindo inferir aproximadamente a concentragdo destas Ultimas e avaliar o grau
de integridade do gDNA. Ambas as amostras de DNA foram suplementadas com azul de bromofenol.

2.5. Sequenciagdo de nova geracao

Os ensaios de sequenciacao de nova geracao para identificacdo da sequéncia de nucleotidos das regiGes
genomicas alvo foram realizados na Unidade de Tecnologia e Inovacao do Instituto Nacional de Salude
Doutor Ricardo Jorge, pela metodologia Ampliseq. Primeiro, procedeu-se a preparacao de bibliotecas
de gDNA, de acordo com o protocolo AmpliSeq for Illumina On-Demand, Custom, and Community
Panels Reference Guide (documento # 1000000036408 v09), da Illumina, hum processo que requer a
fragmentacdo do gDNA e posterior amplificacdo dos fragmentos/amplicdes com adic¢do de regides de
ligacdo dos iniciadores de sequenciagdo (tagmentacdo), dos indices para identificacdo de cada amostra,
e de adaptadores especificos que permitem a ligacdo a oligonucle6tidos complementares imobilizados
na flow cell. A desnaturacéo e a diluicdo do pool das bibliotecas foram feitas como indicado no guia
MiSeq System Denature and Dilute Libraries Guide (documento # 15039740 v10), protocolo C:
AmpliSeq for Illumina Panels Normalization Method.

10



A segunda e terceira etapas de NGS, denominadas geragdo de clusters e sequenciacdo, decorreram no
equipamento MiSeq, da Illumina, com recurso ao kit MiSeq Reagent Kit v2 (500-cycles). Na geragéo de
clusters os fragmentos de ssDNA (single-stranded DNA) sdo depositados na flow cell, na qual decorrem
multiplos ciclos de amplificagdo em ponte (i.e., dobra do amplicdo, ligacdo do adaptador livre ao
oligonucledtido complementar da flow cell, extensdo da cadeia molde, e desnaturagdo) com formacéo
de agregados de clones de todos os fragmentos. Por fim, a sequenciacdo paralela destes fragmentos
ocorre através da sintese da cadeia complementar, com a adicdo de um nucle6tido terminal associado a
um fluordforo especifico de uma base, seguido de excitagdo por um laser para identificacdo da base
incorporada. Apos clivagem do terminador e do fluoréforo, o ciclo é repetido para o nucle6tido seguinte.

Terminada a sequenciagdo, a informacéo € disponibilizada em ficheiros de texto em formato FASTQ,
que agregam a sequéncia de nucle6tidos de cada leitura e os quality scores correspondentes. Para o
mapeamento destas sequéncias contra o genoma de referéncia utilizou-se o software BWA ™ (Burrows-
Wheeler Aligner) v0.7.13, com producdo de ficheiros BAM (Binary sequence Alignment/Map). A
identificacdo de variantes nestes ficheiros foi feita utilizando a ferramenta informéatica GATK 72
(Genome Analysis Toolkit) v4.3.0.0, com geragdo de ficheiros VCF (Variant Call Format). Este
software faz parte da aplicagdo DNA Amplicon v2.1.1, da lllumina.

2.5.1. Controlo de qualidade dos ensaios de NGS

Todos os ensaios de NGS incluiram uma mesma amostra controlo que permitiu demonstrar a repetibilidade
e reprodutibilidade do procedimento entre ensaios. Adicionalmente, apos desnaturagdo e diluicdo das
bibliotecas de ssDNA ¢ adicionada uma biblioteca controlo PhiX, derivada do pequeno genoma ja
sequenciado do fago PhiX, permitindo maior confianca nos resultados das restantes etapas do ensaio.

Para controlo da qualidade de cada ensaio de NGS utilizou-se ainda o coeficiente de qualidade Q30,
fornecido pela aplicagdo DNA Amplicon. Phred quality score, ou Q score, é calculado de acordo com
a equacdo Q = —10log,oP, e permite avaliar o desempenho do procedimento ao estimar a
probabilidade de uma base ser identificada incorretamente (P). Um Q score de 30 indica que a
probabilidade de determinada base ser incorretamente identificada é de 1 em 1000, ou seja, é identificada
com uma precisao de 99,9%, que se reflete numa probabilidade minima de se encontrar um falso positivo
devido a erros de sequenciagao.

2.6. Avaliagdo in silico da cobertura

A fim de se validar, amostra a amostra, os resultados dos ensaios de NGS, procedeu-se & avaliagdo in
silico da cobertura das regides alvo. Ou seja, para cada nucledtido entre a 252 posi¢cdo a montante e a 252
a jusante de cada exdo, bem como para os 50 nucleotidos a 5’ ¢ 3’ do primeiro e ultimo exdo de cada
gene, respetivamente, foi necessério analisar o nimero de leituras obtidas na reacdo de NGS, e
determinar se cada nucle6tido apresenta uma cobertura adequada de pelo menos 20 leituras (20x). Esta
informacdo foi previamente incorporada nos ficheiros de alinhamento de sequéncias BAM (sec¢éo 2.5
Sequenciagdo de nova geracdo), e para a sua analise recorreu-se a duas metodologias diferentes: 1) o
software VarAFT "3 (Variant Annotation and Filter Tool, https://varaft.eu/) v2.17-2 e IGV " (Integrative
Genomics Viewer, https://software.broadinstitute.org/software/igv/) v2.13.2, e 2) o0 script
manifest_parser.py (https://gitlab.com/StuntsPT/misc.bam.scripts, commit 903d16al), que depende da
biblioteca pysam ™.
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O software de identificacdo e anotacdo de variantes VarAFT foi utilizado, neste projeto, exclusivamente
para a avaliagdo da cobertura das regifes gendmicas acima descritas, através da sua funcdo de analise
de cobertura, por ser capaz de calcular a proporg¢do de nucle6tidos de uma dada regido sequenciada que
apresente a cobertura minima definida de 20 leituras (Figura 2.1.A). Este software requer o uso de um
ficheiro BED (Browser Extensible Data), no qual estdo indicadas as coordenadas de cada regido
gendmica de interesse, e que o proprio programa concebe de acordo com 0s genes e outras informag6es
indicadas pelo utilizador. As regides sinalizadas foram analisadas ao nivel do nucleétido através do
software IGV, gue revela informacao detalhada quanto a cobertura de cada base e existéncia de variantes
(Figura 2.1.B), e como tal foi bastante Gtil na confirmacao de resultados especificos.

[ Peipo2_s1_PDS_Ciliop_ng1s_coding-exon_25e50_custom x|

Name Size | Mean Depth | SD Depth | Coverage 1x | Coverage Sx | Coverage 10x | Coverage 20x | Coverage 30x

N 153 155.76 267 100 100 100 100 100 .

N m s 0 100 100 100 100 100

N 135 i ° 100 100 100 100 100

N 130 ED 100 100 100 100 100

N 157 128 6.6 6.6 86.62 EE ::

N o1 3436 100 100 100 100 100

N | 3 120 ° 100 100 100 100 100

N 170 147.62 1335 100 100 100 100 100

N 105 2 o 100 100 100 100 100

N 1w 1ss on 0 o 0 0

N 136 393 0 100 100 100 100 100

N 9o 166 100 100 100 100 100

N 136 TIA 2028 100 100 100 100 100 v
Name: [ Mean Depth v [> +] [10 ‘ xJ (LS RepbpoO!

Target number : 251

70.117 70.117 70.117.34 70.117.360 70.117.380 70.117.400 70.117.420 70.117.440
Position
Human hg19 v ldvis + | |chr14:50,094,835-50,094,920 o Bt « » MO x @ g =
[ T -
] piz piv piL
86 bp
50 094 840 bp 50 094 850 bp 50 094 860 bp. 50 094 870 bp. 50 094 880 bp 50 054 890 bp 50 094 900 bp 50 094 910 bp 50 094 9/
| | | | | | | | | | | | | | | | |
¢ v
e "~
8310198_1.bam Coverage "
chr14:50 094 913
Total count: 19
T —
A:8(42%, 0, 8-)
C:11(58%, 0+, 11-)
e G:0
T:0
S ——— N:0

8310198_S1.bam

Sequence = [AAACTCATTAACATTTITCTTCATTIGACAAATAACCT TITCCTAAAATAAAAAGGGAAAAAATATTICTIGCCTAATAAGTICCCACTITGA A
F 3 N N BES E BN F L R E ‘ ‘
DNAAF2
RefSeq Genes
DNAAF2
v
J¢ tracks [Wlfnrieso 0se 513 Il |22 of 348

Figura 2.1 Exemplo representativo da diferente visualiza¢do de resultados nos software VarAFT e IGV. Enquanto que a
plataforma VarAFT (A) permite uma anélise direta e intuitiva de que exdes sequenciados ndo apresentam a cobertura desejada
(20x) ao longo de todo o fragmento, é necessario utilizar o software IGV (B) por permitir a identificagdo de que nucleétidos
ndo atingem a cobertura necessaria, € simultaneamente indicar as suas coordenadas.




O script manifest_parser.py, escrito na linguagem de programacdo Python, foi desenvolvido com o
intuito de determinar e indicar que nucleétidos, dentro das regides alvo, apresentam uma cobertura
inferior a desejada. Para tal, introduz-se o seguinte comando:

python3 manifest parser.py “Manifest file.txt” “min cov(int)”
“flank region(int)” files.bam

O script requer um manifest file (i.e., um ficheiro de texto com a identificacdo e as coordenadas de cada
exao em estudo); o menor niumero de leituras aceite para cada nucleé6tido (“min_cov(int)” — “20” neste
projeto); o numero de nucledtidos a analisar nas regides flanqueantes (“flank region(int)”, “25” pb); e
ainda o ficheiro BAM da amostra em estudo, ou Varios se assim for pretendido. Apds analisar no(s)
ficheiro(s) BAM os valores de cobertura para as regifes indicadas no manifest file e regides
flanqueantes, o script indica as coordenadas do primeiro e ultimo nucle6tido de cada sequéncia de
nucleétidos que ndo atinjam a cobertura requerida.

Adicionalmente, de modo a avaliar a possivel existéncia de variantes de interesse em regides ndo
compreendidas pelos amplicdes definidos, fez-se uma pesquisa de variantes descritas na base de dados
HGMD " (Human Gene Mutation Database, https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), e na literatura
disponivel. Toda a componente bioinformética descrita nesta sec¢do foi necessaria para detetar que
regides dos genes em estudo iriam requerer confirmag&o por sequenciacéo ciclica usando o método de
Sanger.

2.7. Reacdo em cadeia da polimerase, ou PCR

A amplificacdo enziméatica do DNA in vitro por reacdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase
chain reaction) foi realizada de acordo com os procedimentos padrdo, com preparacdo de uma mistura
de reacdo composta pelos reagentes indicados na Tabela 2.3, e de acordo com as condigdes de
desnaturacdo do DNA, emparelhamento dos iniciadores a sequéncia complementar no DNA gendmico,
e extensdo de cada cadeia complementar a partir da extremidade 3’OH de cada iniciador, indicados na
Tabela 2.4, tendo sido usado o termociclador Tgradient, da Biometra. Todos os pares de iniciadores,
apresentados na Tabela 2.2, foram desenhados com recurso ao software Primer-BLAST do National
Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cqi) e sintetizados pela Invitrogen.
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Tabela 2.2 Iniciadores desenhados para a sequenciacdo das regides alvo especificas. A designagdo de cada iniciador indica
0 gene, 0 nimero do respetivo exdo (cada par de iniciadores compreende a regido onde a cobertura minima pretendida nao foi
atingida na NGS), e a direcdo do iniciador. As duas temperaturas de emparelhamento indicadas referem-se, respetivamente, a
reacdo de PCR e a reacdo de sequenciacdo ciclica de Sanger, sendo indicado o iniciador utilizado no segundo procedimento.
Estas temperaturas foram definidas apds otimizacdo de ambos os procedimentos para cada par de iniciadores utilizado. Caso o
par DNAH11 Ex33-34F1e DNAH11_Ex34R1 ndo permitisse amplificar corretamente a sequéncia alvo, devido ao significativo
tamanho do fragmento, seria utilizado o par de iniciadores DNAH11_Ex33-34F2 e DNAH11_Ex34R1. N&o tendo sido
necessario, ndo se determinou as temperaturas de emparelhamento deste Gltimo par.

Tamanho esperado
Designacéo Sequéncia (5°-3”) do fragmento Te (°C)
amplificado (pb)

DNAAF2_Ex1F TCCTCCCGAATGTTAGTGGTG /62F
DNAAF2_Ex2R GCAGACATTCACAAAGCAGCG 400 o4l
DNAH5_Ex25F ACCTCTTGCGGTTTGAAGTAG 483 cg / 5gR
DNAH5_Ex25R TGGGAATTCCTAGGAAGTTTCAC
DNAHS5_Ex63F TGCCTCCAGTTTGATTTGTGG /5gR
DNAH5_Ex63R GCATCTGCTACTGCTCTACCT > 28158
DNAH11_Ex1F AAGTAGCAGCAGGTGGGAGAC ca1 65 / 62°
DNAH11_Ex1R GAATCCAAAGGGGAGCGACTG
DNAH11_Ex10F CTGTGAACGGAAATTGCAGAC £44 58 / 587
DNAH11_Ex10R ACCATCTCCATGAGGAAACCA
DNAH11_Ex18F GAAATGGAGCTGGATGTTTCAG 14 55/ 58F
DNAH11_Ex18R GTCATAAAACACACCGAGAGTG
DNAH11_Ex33-34F1 CACAGCTCTTAGGAAATGAGATC

- 785 58 / 58%

DNAH11_Ex34R1 ATGAGACAGGGAGAGGTAGC
DNAH11_Ex33-34F2 CTCATATTAGACTGTGATGTTTGTG 571 -

DNAH11_Ex35F TTGCAGTGGTTTGCATTTGTC 338 cg / 5gR
DNAH11_Ex35R TGTCTATAAAAGGAGCCCAAGG

DNAH11_Ex45F AAGTGAACACCACCGTTACAA 600 cg / 5gR
DNAH11_Ex45R TTCCCAGAAGCTCAGCAGAT

DNAH11_Ex55F GTCACAGTTGGCTGCACTCC [ 62F
DNAH11_Ex55R ATCCTGGGCTTCCAGTGAGTC >t 03102
DNAI2_Ex6F GGAAAGACTGGAGGGGCTTC o
DNAI2_Ex6R GCAGCAGGATTGGCTCTGAC o6 63162
NMES8_EX5F TGAGAGTAGGGTAGAAGGGAG .
NMES8_EX5R TTGCACCATTTACACACCTGG aer b3/
RSPH4A_Ex3F1 GAAAAAGACAAGGGAAGCAAGC £70 64/ 62F
RSPH4A_Ex3R1 GGTGGGTAGCTTATGATGGGA

RSPH4A_Ex3F2 TGCAATGAACCAGGAAGACC .
RSPH4A_Ex3R2 AGTCTGTTTGGAGATCCCTGG >97 0078
RSPH9_Ex2F GGGCTTCTAACAGTCTCACG ) | 5gF
RSPH9_Ex2R GTTGCCATAATTTCTATTAGGCTGG 40 28158

Ex exdo, F forward, R reverse, pb par de bases, Te temperatura de emparelhamento
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Tabela 2.3 Reagentes na reacao de PCR e respetivas
concentragdes. DMSO foi adicionado apenas para
amplificacdo com o par de iniciadores DNAH11_Ex1.

Tabela 2.4 Programa da PCR. As temperaturas de
emparelhamento encontram-se na Tabela 2.2.

Cicl T °C T
Reagentes da PCR cos 9Zmp () 5?:;50
ddH>0 94 45 seg
Tampdo de PCR, AB (10x) 1 min
dNTP (25 mM) 72 1 min
Iniciador forward (10 pmol/pl) 5 min
Iniciador reverse (10 pmol/pul) 10 '

Temp temperatura, Te temperatura de

DMSO emparelhamento, seg segundo, min minuto

AmpliTaq DNA polymerase, AB (5 U/ul)
DNA (~ 50 ng/ul)
ddH,0 é&gua bidestilada, AB Applied Biosystems, dNTP desoxirribonucle6tido trifosfato, DMSO dimetilsulféxido

A avaliagdo da qualidade e tamanho dos produtos da reacdo de PCR foi realizada por eletroforese
horizontal em gel de agarose (SeaKem) a 2% (p/v), com tampédo TBE concentrado 1x, suplementado
com brometo de etidio (10 mg/ml). As amostras foram comparadas com o marcador de peso molecular
100 bp plus DNA Ladder (Bioron), ambos suplementados com azul de bromofenol. Apds eletroforese
procedeu-se a visualizagdo do gel no transiluminador de luz ultravioleta Uvitec Cambridge FireReader
Max (Uvitec).

2.8. Sequenciacao de Sanger

Para a determinacdo da sequéncia de nucleétidos de cada regido em analise que ndo atingiu uma
cobertura de 20x no ensaio de NGS, recorreu-se a sequenciacao de DNA pelo método de Sanger, uma
técnica de referéncia baseada na sequenciacdo ciclica do DNA e eletroforese capilar. Contudo,
primeiramente, os fragmentos amplificados na rea¢do de PCR foram purificados com recurso a mistura
enzimatica lllustra ExoStar 1-Step (GE Healthcare), constituida por fosfatases alcalinas e exonucleases
I. A incubacgéo (37°C, 15 minutos) e a posterior inativagdo dos enzimas (80°C, 15 minutos) decorreram
no termociclador Biometra Trio.

De seguida procedeu-se a reacdo de sequenciacao ciclica, através da mistura de reagdo composta pelos
reagentes indicados na Tabela 2.5, de acordo com as condicBes apresentadas na Tabela 2.6, no mesmo
termociclador Biometra Trio. Esta etapa € caracterizada pela desnaturacdao de dsDNA (double-stranded
DNA), emparelhamento de iniciadores, e alongamento da cadeia complementar mediado pela DNA
polimerase, num processo simultdneo para as inimeras cadeias complementares em extensdo e que
termina com a incorporacao de um ddNTP (didesoxirribonucleétido trifosfato), um nucleétido terminal
que, ao contrario dos dNTP’s (desoxirribonucleétido trifosfato) em solucdo, ndo apresenta grupo
hidroxilo na posi¢do 3’, mas ao qual estd acoplado um fluorocromo especifico da base.

Por fim, a eletroforese capilar do produto da reacdo anterior decorreu na Unidade de Tecnologia e
Inovacgdo do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, com recurso ao sequenciador 3500
genetic analyzer da Applied Biosystems. Nesta etapa ocorre a separacdo dos fragmentos de DNA de
acordo com o0 seu tamanho, e posterior excitacdo por laser dos fluorocromos das diversas cadeias de
tamanhos diferentes, para leitura e determinagdo dos nucle6tidos que compdem a sequéncia original.
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Para a visualizacdo dos resultados e confirmacdo da qualidade dos mesmaos foi utilizada a aplicagédo de
visualizacdo de cromatogramas Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/) v2.6.6, da
Technelysium.

Tabela 2.5 Reagentes na reacéo de sequenciacao ciclica Tabela 2.6 Ciclo térmico das reacdes de
de Sanger e respetivas concentracoes. amplificacdo. As temperaturas de emparelhamento
encontram-se na Tabela 2.2.

Mistura reacional

Ciclos Temp (°C)  Tempo
ddHz0 1 9% 30 seg
Big Dye Terminator v1.1, AB (1:20) 96 10 seg
Tampéao de sequenciacdo (5x) 25 Te 5 seg

Iniciador (1 pmol/ul) 60 4 min
10

Produto de PCR (~ 0,5 ng/ul)

- — - - Temp temperatura, Te temperatura de
ddH20 agua bidestilada, AB Applied Biosystems emparelhamento, seg segundo, min minuto

2.9. Andlise in silico de variantes

A andlise de dados dos ensaios de NGS, previamente iniciada com a transformagdo dos dados (sec¢do
2.5. Sequenciacdo de nova geragdo) e analise de coberturas (sec¢do 2.6. Avaliacdo in silico da
cobertura), terminou com a anotacao de variantes e identificacdo do seu significado clinico. Para tal,
foram utilizados os ficheiros VCF previamente produzidos (sec¢éo 2.5. Sequenciagao de nova geracéo),
e a aplicacdo Variant Interpreter v2.16.1.300 (Illumina), que utiliza estes ficheiros para revelar SNV
(single nucleotide variants) e pequenas delegdes ou inser¢des presentes em cada amostra, juntamente
com informag@es sobre as mesmas, como a sua localizacdo no gene, a alteragdo ao nivel da sequéncia
codificante e da proteina, e 0 nimero e proporgdo de leituras que apresentam a variante.

Paralelamente, para a identificacdo de variantes presentes nas regides sequenciadas pelo método de Sanger,
comparou-se cada sequéncia de nucleétidos obtida com a sequéncia de referéncia - MANE (Matched
Annotation from NCBI and EMBL-EBI). Para tal, foi utilizado o software Nucleotide BLAST " do NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC
=blasthome).

2.9.1. Filtragem de variantes

O pool de variantes resultante, por ser muito extenso e incluir um significativo nimero de variantes sem
relevancia para o projeto dado que correspondem maioritariamente a polimorfismos néo patogénicos e
frequentes na populacéo, foi filtrado de acordo com os seguintes parametros: 1) frequéncia populacional, ndo
tendo sido consideradas as variantes que apresentassem frequéncias superiores a 2% para toda a populacdo
nas bases de dados GnomAD ® (Genome Aggregation Database, https://gnomad.broadinstitute.org/)
v2.1.1, 1000 Genomes Project " (https://www.internationalgenome.org/), TOPMed & (Trans-Omics for
Precision Medicine, https://topmed.nhlbi.nih.gov/), e NHLBI GO ESP (National Heart Lung and Blood
Institute “Grand Opportunity ” Exome Sequencing Project, https://esp.gs.washington.edu/drupal/); 2)
localizagdo no genoma, tendo sido desprezadas as variantes que ndo se encontravam nas regides
gendmicas em estudo previamente definidas; e 3) presenca de homopolimero, ou seja, variantes
localizadas em sequéncias nucleotidicas repetitivas e consequentemente propensas a erros de leitura
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durante a sequenciacao por dificuldade na interpretacdo destas sequéncias foram excluidas. Nesta fase
utilizou-se simultaneamente o Alamut Visual Plus (https://www.sophiagenetics.com/platform/alamut-
visual-plus/) v1.6.1, um software especializado na interpretacdo de variantes que permite a sua
visualizacdo na sequéncia nucleotidica, providencia informagéo de diversas bases de dados, e apresenta
preditores do efeito de variantes missense e de alteragbes que possam ter impacto ao nivel do splicing.

Deste modo, todas as variantes identificadas pela metodologia NGS ou pela reacdo de sequenciagéo
ciclica de Sanger, com frequéncias populacionais inferiores a 2%, presentes nas regifes codificantes e
regides ndo codificantes proximais em estudo, e que ndo integravam homopolimeros, foram analisadas,
interpretadas e classificadas através de preditores de patogenicidade in silico, bases de dados online, e
software polivalentes.

2.9.2. Anotacdo e classifica¢ao de variantes

As variantes missense foram analisadas com auxilio de quatro programas, Align GVGD & (Align
Grantham variation Grantham deviation, http://agvgd.hci.utah.edu/about.php), PolyPhen-2 8
(Polymorphism Phenotyping v2, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT 8 (Sorting Intolerant From
Tolerant, https:/sift.bii.a-star.edu.sg/) v6.2.0, e MutationTaster2 8 (https://www.mutationtaster.org/).
Estes programas, incorporados no software Alamut Visual Plus, avaliam o impacto da substituicdo de
um aminoécido por outro na fungdo da proteina, apds consideracdo de fatores como as propriedades
fisico-quimicas dos dois aminoacidos, a conservacgao evolutiva dos mesmos entre espécies, e a estrutura
e dominios funcionais da proteina.

A anélise de variantes intronicas, e das variantes sinGnimas e missense que possam afetar a correta
maturacdo do pré-mRNA (acido ribonucleico mensageiro precursor, do inglés precursor messenger
ribonucleic acid) em mRNA que caracteriza o splicing, foi realizada com recurso ao software HSF %
(Human Splicing Finder, https://www.genomnis.com/access-hsf) v4.3.2 e a quatro algoritmos
incorporados no programa Alamut Visual Plus: SpliceSiteFinder-like &, MaxEntScan & (Maximum
Entropy Scan), NNSPLICE 0.9 8 (Neural Network SPLICE, https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)
e GeneSplicer . Estes preditores foram desenhados para identificar locais aceitadores e locais dadores
de splicing, pontos de ramificacdo (branch points), exonic splicing enhancers (ESE) e exonic splicing
silencers (ESS) presentes em proximidade & variante. Adicionalmente, permitem prever as
consequéncias que modificacbes ou criacdo de sinais de splicing possam ter na excisdo de intrdes e,
fundamentalmente, no transcrito.

Por fim, teve-se ainda em consideracdo toda a informac&o e avaliagGes expressas na aplicagdo Variant
Interpreter (Illumina) e na base de dados HGMD (sec¢do 2.6. Avaliacdo in silico da cobertura), bem
como nas plataformas NCBI ClinVar  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), que integra inimeras
variantes gendmicas e respetivas interpretacfes de patogenicidade submetidas por entidades
externas/laboratorios, e Varsome %! (https://varsome.com/) v11.3.3, que agrega informagéo de mais de
140 fontes com o objetivo de analisar o impacto de variantes genéticas e partilhar conhecimento sobre
estas. Com base em toda a informacéao adquirida, as variantes em estudo foram avaliadas de acordo com
as diretrizes recomendadas pelo American College of Medical Genetics and Genomics e pela
Association for Molecular Pathology (ACMG-AMP guidelines), tendo-se classificado cada variante de
acordo com a sua patogenicidade em: benigna, provavelmente benigna, de patogenicidade
desconhecida, provavelmente patogénica, ou patogénica %,
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3 | Resultados

3.1. Sequenciacao de nova geracao

Como indicado anteriormente (seccdo 1.3. Infertilidade masculina e astenozoospermia), é expectavel
que uma percentagem significativa dos casos de infertilidade masculina idiopatica resulte de alteracdes
genéticas patogénicas. A patologia discinesia ciliar primaria, por ser uma doenca rara e pouco estudada,
de dificil diagnostico e de incidéncia subestimada, mas que pode causar infertilidade masculina, podera
ser responsavel por uma parte destes casos de infertilidade sem causa aparente. Assim, o primeiro
objetivo deste projeto consistiu na sequenciacdo do DNA gendmico de 48 individuos do sexo masculino
inférteis (caracteristicas espermaticas indicadas na Tabela 2.1) e 116 amostras controlo, para o conjunto
de genes associados a PCD DNAHS5, DNAH11, DNAIL, DNAI2, NME8, DNAAF2, RSPH4A e RSPHO.

3.1.1. Quantificacdo de DNA

Antes de cada ensaio de NGS, foi necessario quantificar e diluir as respetivas amostras de gDNA a
concentragdo de 4 ng/ul, ideal para a reacdo de sequencia¢do. Cada amostra diluida foi visualizada e
avaliada por eletroforese em gel de agarose, como exemplificado na Figura 3.1 para as amostras PCip32
a PCip41.

Figura 3.1 Visualizacdo da concentracdo das amostras PCip32 a PCip4l em gel de agarose. Exemplo representativo da
analise do DNA quantificado e diluido antes de cada reacdo de NGS, relativa ao terceiro ensaio de NGS para amostras de
individuos inférteis. A) DNA de concentragéo conhecida (10 ng/ul) do fago lambda, em trés pocos com as massas 100, 50 e 25
ng (pogos 1, 2 e 3, respetivamente), para comparagdo com o0 DNA das amostras em estudo. B) DNA quantificado e diluido das
amostras PCip32 a PCip37 (pogcos 4 a 9), PCip38 a PCip4l (pocos 12 a 15), e de duas amostras quantificadas, mas
posteriormente eliminadas, devido a problemas associados & sequenciagdo (pogos 10 e 11).

A comparacdo da intensidade da banda de cada amostra em estudo com as trés bandas relativas ao fago
lambda permitiu determinar, em cada ensaio, que amostras diluidas ndo apresentavam a concentracdo
desejada. Neste caso, o poco 14 (amostra PCip40) ndo apresentou o resultado esperado e, como tal, esta
amostra requereu uma segunda visualizacdo em gel de agarose para confirmagdo. Inversamente, todas
as amostras que nao evidenciaram problemas foram posteriormente sequenciadas.

3.1.2. Controlo de qualidade dos ensaios de NGS

Apos cada ensaio de NGS, recorreu-se ao Phred quality score, ou Q score, para a avaliagdo inicial do
desempenho da reacdo de sequenciacdo. Na Tabela 3.1 encontram-se as médias, por ensaio, da
percentagem de nucle6tidos que apresentaram um Q score de 30 (Q30) ou superior.
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Tabela 3.1 Percentagem média, por ensaio, de nucleétidos que atingiram um Q score de 30. Um quality score de 30 (Q30)
indica que a probabilidade de uma base ser identificada incorretamente é de 1/1000.

Ensaio NGS 1 2 3 4 5 6
Média (stdev) 93,75% 92,08% 95,06% 91,79% 95,59% 92,43%
(0,64) (0,69) (0,85) (0,92) (0,77) (0,86)

NGS sequenciagdo de nova geracdo, stdev desvio padrdo

Todos o0s ensaios apresentaram percentagens médias acima de 90%, e ao nivel das amostras verificou-
se que entre 88,44% (Ct095, ensaio 4) e 96,48% (PCip18, ensaio 5) das bases atingiram um Q score de
30. Estes elevados valores comprovam a qualidade dos seis ensaios de NGS e, como tal, pbde-se
prosseguir para a analise da cobertura das regides sequenciadas.

3.2. Identificacdo e sequenciacdo das regides ndo cobertas por NGS

O uso de plataformas de NGS possibilitou a sequenciagdo simultanea das regides codificantes e regides
intronicas flanqueantes para o painel de genes estipulado (Tabela 1.1). Ainda assim, é necessario ter em
conta a possibilidade de existirem regides de interesse sem a cobertura minima (20 leituras, ou 20x).
Como tal, para se assegurar que todas as regides alvo foram devidamente sequenciadas, procedeu-se a
andlise in silico complementar da cobertura de todos os nucledtidos nas regides em estudo, e sequenciou-
se pelo método de Sanger quaisquer regides com cobertura inferior a 20x.

3.2.1. Avaliacdo in silico da cobertura

Entre a informacdo disponibilizada pela aplicagdo DNA Amplicon apds cada ensaio de NGS,
encontram-se dados relativos a cobertura dos diversos amplices definidos. Nestes, é possivel destacar
os elevados valores médios de cobertura de cada amostra, tendo-se obtido uma cobertura média de
aproximadamente 548,7x entre as 164 amostras sequenciadas (controlo e doentes), variando entre
aproximadamente 156,6x para a amostra Ct109 e 1441,9x para a amostra Ct027.

Estes valores encontram-se bastante acima do limite de confianca de 20x, mas, sendo médias e ndo a
cobertura de cada nucle6tido, ndo permitem identificar que sequéncias ndo atingem a cobertura desejada.
Para isso, recorreu-se ao software VarAFT, com apoio do software IGV, e simultaneamente ao script
manifest_parser.py, para comparacao entre as duas metodologias. Esta analise bioinformética permitiu
identificar um conjunto significativo de regifes sem a cobertura desejada, identificadas na Tabela S1.
Tendo em conta 0 objetivo expresso de assegurar a sequenciacao e analise de todas as regides alvo nos
8 genes em estudo, foram desenhados iniciadores especificos que compreendessem as sequéncias com
cobertura insuficiente. Estas regides encontram-se indicadas na Tabela 3.2, e as sequéncias dos
iniciadores utilizados constam na Tabela 2.2. Para melhor visualizagdo e compreensdo, como exemplo
ilustrativo, procedeu-se a representacdo das regides sem cobertura suficiente nos genes DNAAF2 e
RSPH4A (Figura 3.2 e Figura 3.3, respetivamente).
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Tabela 3.2 Regides alvo sem cobertura suficiente (20x), nos oito genes em estudo, identificadas para posterior
amplificacdo enzimatica e sequenciacdo pelo método de Sanger. Todas as regides alvo do gene DNAI1 foram devidamente
sequenciadas nos ensaios de NGS, para as amostras pertencentes ao grupo de homens inférteis.

Amostra Gene Exéo Coordenadas

Todas DNAAF2 1 50 101 694 a 50 101 917
Todas 25 13867 858 a 13 867 888
Todas DNAHS 63 13753317 a13753 361

6 amostras Ct, 9 PCip 1 21582 814 a 21583 120
13 amostras Ct, 12 PCip 10 21 627 657 a 21 627 844
98 amostras Ct, 38 PCip 18 21 640 089 a 21 641 067
Todas DNAH11 34 21726 975221727 170

9 amostras Ct, 9 PCip 35 21730 358 a 21 730 524

8 amostras Ct, 10 PCip 45 21765 404 a 21 765 550

9 amostras Ct. 4 PCip 55 21 805 021 a 21 805 232

8 amostras Ct, 11 PCip DNAI2 6 72 287 275 a 72 287 297

8 amostras Ct, PCip10 e 29 NMES 5 37901 642a37901 771
107 amostras Ct, 43 PCip RSPH4A 3 116 948 971 a 116 949 267
Todas RSPH9 2 43 618 087 a 43 618 302

(a) (b) ()

Ex3 I ExZI Ex1 .
< DNAAF2-001

protein coding
- Reverse strand 10.06 kb

Figura 3.2 Representagdo esquematica das regides sem cobertura suficiente (20x) no transcrito do gene DNAAF2. Estdo
assinalados os seus trés exdes, bem como as vérias regides nao cobertas identificadas: (a) e (b) regides sem cobertura suficiente na
amostra Ct084; (c) regido sem cobertura suficiente em todas as amostras, para a qual foram desenhados iniciadores. Ex — exdo.

(@) (b)

(c)
B 16.49 kb Forward strand g
R Ex2 Ex3 Exa Ex5 Ex6

H4A-002 >
protein coding

Figura 3.3 Representacdo esquematica das regides sem cobertura suficiente (20x) no transcrito do gene RSPH4A. Estdo
assinalados os seus seis exdes, bem como as varias regides ndo cobertas identificadas: (a) regido sem cobertura suficiente na
amostra Ct084; (b) regido sem cobertura suficiente em 107 amostras Ct e em 43 amostras PCip, para a qual foram desenhados
iniciadores; (c) regido sem cobertura suficiente em todas as amostras. Ex - ex&o.

E de salientar que as regides sem a cobertura desejada identificadas na Tabela 3.2 e na Tabela S1 e
representadas na Figura 3.2 e na Figura 3.3 podem variar ligeiramente entre amostras. Como tal, as
coordenadas indicadas nestas tabelas sdao relativas a sequéncia de nucle6tidos mais extensa sem
cobertura adequada para cada regido identificada.

Adicionalmente, o uso de duas abordagens (i.e., 0 uso do software VarAFT e IGV e do script
manifest_parser.py) provou ter sido uma escolha acertada. Ambas as metodologias permitiram
identificar com bastante precisdo as regifes sem cobertura suficiente, mas foram detetadas algumas
discrepancias, expressas na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 Regies sem cobertura suficiente (20x) identificadas pelo script manifest_parser.py, mas nao pelo software
VarAFT. O programa IGV, por revelar o nimero de leituras de cada nucleétido, foi utilizado para se confirmar se as regides
sinalizadas tinham sido identificadas corretamente.

Amostra Gene Exéo Coordenadas IGV

40 amostras Ct, 14 PCip 18 13 886 245 Confirmada
20 amostras Ct, 15 PCip 18 13 886 245 a 13 886 246 Confirmada
6 amostras Ct, PCip43 DNAHS 18 13 886 245 a 13 886 247 Confirmada
Ctl11 18 13 886 245 a 13 886 248 Confirmada
16 amostras Ct, 9 PCip 25 ig gg; fgi 213 867 888; Confirmada
Ct066, PCip20, 48 e 50 43 13 814 977 Confirmada
PCip48 55 21 805 228 a 21 805 232 Confirmada
14 amostras Ct, 9 PCip DNAH11 55 21 805 229 a 21 805 230 Confirmada
13 amostras Ct, 6 PCip 55 21 805 229 a 21 805 232 Confirmada
8 amostras Ct, PCip12 NMES 1 37 889 839 a 37 889 842 Confirmada

O software VarAFT nao identificou as regides indicadas (Tabela 3.3). Este erro devera estar relacionado
com o facto de estas sequéncias de poucos nucle6tidos fazerem parte de regides homopoliméricas, embora
ndo seja claro o porqué de estas estruturas afetarem os resultados do software VarAFT, mas ndo do script
utilizado. Inversamente, o script manifest_parser.py demonstrou excelentes resultados, ndo tendo havido
nenhuma regido sem a cobertura minima que o VarAFT tenha sido capaz de identificar e o script néo.

3.2.2. PCR e sequenciacdo de Sanger

Antes de se poder sequenciar as regides indicadas na Tabela 3.2 pelo método de Sanger, e identificar
quaisquer variantes presentes, procedeu-se a amplificacdo enzimatica do gDNA por PCR. A avaliagdo
dos resultados de cada reacdo de PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose, como
exemplificado na Figura 3.4, relativa a otimizacdo inicial da temperatura de emparelhamento dos pares
de iniciadores NME8_EXx5 e RSPH9_Ex2.
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Figura 3.4 Visualizagdo do resultado das amplificagdes de fragmentos de NME8_Ex5 e RSPH9_Ex2, em gel de agarose.
Exemplo representativo da analise dos produtos da reacdo de PCR, para otimizagao da temperatura de emparelhamento aplicada
a cada par de iniciadores nesta mesma reagdo. A) Marcador de peso molecular 100 bp plus DNA Ladder, da Bioron. B) Pogos
1 a5: DNA amplificado de um fragmento do quinto ex&o do gene NME8, com um tamanho esperado de 427 pb. Pogos 8 a 12:
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DNA amplificado de um fragmento do segundo exao do gene RSPH9, com um tamanho esperado de 402 pb. Pogos 6 e 13: os
controlos negativos para NME8_Ex5 e RSPH9_Ex2, respetivamente: Pogo 7: 0 marcador de peso molecular. Temperaturas
aplicadas: 55°C para 0s pogos 1 e 8; 57°C para 2 e 9; 58,3°C para 3 e 10, e para os controlos negativos 6 e 13; 59,7°C para 4 e
11;62,2°C para 5 e 12. Inversamente a amplificacdo de DNA das amostras de individuos inférteis, na otimizagao da temperatura
de emparelhamento foi sempre utilizado DNA de uma Unica amostra controlo. Amplificacdo com recurso a AmpliTag DNA
polymerase, da Applied Biosystems.

As temperaturas de emparelhamento definidas para cada um dos catorze pares de iniciadores encontram-
se na Tabela 2.2. A amplificacdo das regides identificadas para as respetivas amostras de individuos
inférteis e a purificacdo dos fragmentos amplificados antecederam a sequenciacdo destas mesmas
regiGes, pelo método de sequenciagdo ciclica de Sanger. Para a visualizagdo dos resultados obtidos
recorreu-se a aplicacdo Chromas, como exemplificado na Figura 3.5.

A 180 B 220 230
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Figura 3.5 Excertos de um cromatograma exemplificativo dos resultados obtidos ap6s sequenciacdo de DNA pelo
método de Sanger. Na visualizagao dos resultados foi utilizada a aplicagdo Chromas, da Technelysium. Posteriormente (secgéo
3.3. Anotacdo e avaliacdo biopatoldgica das variantes detetadas), a comparacéo dos resultados obtidos com a sequéncia de
referéncia MANE do gene DNAH11 (ex&o 1) permitiu a identificagdo das variantes ¢.54C>T (em A) e ¢.100_101delinsTT (B).

3.3. Anotacao e avaliacdo biopatologica das variantes detetadas

Terminada a sequenciacao das regides de interesse no painel de genes em estudo, pdde-se prosseguir
com a analise das variantes presentes. Para tal, primeiro foram fornecidos os ficheiros VCF de cada um
dos 6 ensaios de NGS a aplicacdo Variant Interpreter, que os utilizou para revelar um total de 365
variantes nas 164 amostras (incluindo grupo controlo e doentes).

Paralelamente, procedeu-se a comparagdo entre as regides sequenciadas pelo método de Sanger e a
sequéncia de referéncia MANE, com o objetivo de identificar todas as variantes presentes nos
fragmentos amplificados. No total, foram identificadas 26 variantes em 6 dos 8 genes em estudo (Tabela
3.4), sendo as excecOes 0s genes RSPH4A, por ndo se ter identificado nenhuma variante no exao
sequenciado pelo método de Sanger, e 0 gene DNAIL, corretamente sequenciada por NGS para todas as
amostras de individuos inférteis nas regides de interesse.
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Tabela 3.4 Variantes identificadas na analise aos resultados obtidos ap6s sequenciacido de DNA pelo método de Sanger.
As variantes foram descritas de acordo com as recomendacdes da HGVS. Os valores de frequéncia alélica apresentados provém
da base de dados populacional GnomAD. As variantes c.-57dup e ¢.100_101delinsTT (DNAH11) ndo se encontram
representadas nesta base de dados.

Frequéncia alélica Regido coberta por

Gene Exéo Variante (%) NGS?
DNAAF2 1 C.-79C>T 1,822 N-éo
1 c.186G>C 64,204 Sim
25 €.3835-3del 41,341 Sim
DNAHS 25 €.3987A>G 1,066 Sijn
25 €.4053+32C>T 10,953 Néo
63 €.10556-72del 0,125 Néo
c.-57dup - Sim
c.54C>T 10,141 Néo
1 €.100_101delinsTT - Néo
10 .1848+90A>G 16,915 Néo
18 €.3630G>A 77,563 Sim
18 €.3648+33A>G 12,616 Sim
18 €.3648+46C>A 0,026 Sim
33 €.5622-7C>A 0,016 Sim
DNAH11 34 €.5779-33G>A 0,129 Sim
34 €.5924+41A>G 24,109 Nao
35 €.6041+18T>C 0,420 Né&o
45 .7290C>T 44,913 Néo
45 €.7335G>A 19,113 Néo
45 C.7440+34T>C 85,141 Sim
45 C.7440+63C>A 21,569 Sim
55 €.9102+8G>A 1,218 Né&o
55 €.9102+20G>A 10,126 Nao
DNAI2 6 C.724+158G>A 30,662 Sim
NMES 5 .271-49G>A 88,879 Sim
RSPH9 2 €.228-86C>T 19,517 Nao

Entre as 26 variantes identificadas por sequenciacdo de Sanger, 13 pertencem a regiées sem a cobertura
minima requerida. Destas, 7 variantes encontram-se dentro dos limites das regides genémicas em estudo
anteriormente estabelecidas. Adicionalmente, 16 variantes apresentam frequéncias populacionais
elevadas, superiores a 2%, pelo que correspondem a polimorfismos populacionais e, presumivelmente,
ndo sdo patogenicas. Estes dois parametros (frequéncia populacional e localizagdo gendmica),
juntamente com a eliminacéo de variantes associadas a homopolimeros, foram utilizados na selecéo das
variantes identificadas pela reagdo de sequenciacéo ciclica de Sanger, bem como na sele¢do das variantes
obtidas por NGS. Este processo resultou, assim, num total de 57 variantes em estudo (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Distribuicdo das 57 variantes em estudo por gene e de acordo com a sua consequéncia/localizagdo no mesmo.

A distribuicdo das 57 variantes em estudo de acordo com 0s seus genes e consequéncia/localizagdo no
gene permitiu observar que a grande maioria das variantes (53 em 57) se encontra em genes que
codificam proteinas presentes nos bracos de dineina, predominantemente nos genes DNAH5 (15) e
DNAH11 (26 variantes). Tal ndo surpreendeu, visto que, ndo s6 5 dos 8 genes em estudo codificam
proteinas estruturais dos bragos de dineina, como os genes DNAHS5 (79 exdes) e DNAH11 (82 exdes)
sdo significativamente maiores que os restantes (62 exdes em conjunto, num total de 223 em estudo).
Por outro lado, verificou-se uma predominancia de variantes missense (24), seguidas pelas variantes
intrénicas (15) e sindnimas (14). Inversamente, apenas foram identificadas 2 variantes localizadas na
regido correspondente a regido 5’ ndo traduzida (5° UTR, do inglés 5’ untranslated region) do mRNA
e 2 variantes nonsense. A predominéncia de variantes em regides codificantes também era esperada,
tendo em consideracdo as caracteristicas do estudo (compreender 0s exdes, 0s 25 nucleétidos a montante
e a jusante de cada exdo de cada gene, e os 50 nucledtidos a 5° do primeiro exdo e a 3’ do ultimo).

Estas variantes foram analisadas e classificadas quanto a sua patogenicidade em benigna (B),
provavelmente benigna (PB), significado clinico desconhecido (VUS, variant of unknown significance),
provavelmente patogénica (PP) ou patogénica (P), de acordo com as diretrizes da ACMG-AMP. Para
tal, foram tidos em consideracdo dados disponibilizados pela aplicacdo Variant Interpreter, por
plataformas e bases de dados online, e por preditores de patogenicidade in silico, como explicado
anteriormente (seccdo 2.9.2. Anotagdo e classificacdo de variantes). As 45 variantes B ou PB encontram-
se na Tabela S2. De igual modo, as 12 variantes VUS, PP ou P, e uma variante B e outra PB com
informacdo conflituosa, constam na Tabela 3.5.

A interpretacdo das variantes genéticas de interesse levou a classificagdo de 21 variantes como B, e de 24
como PB. Essencialmente, entre os critérios que pesaram nesta classificagéo, verificou-se frequentemente:
preditores bioinformaticos considerarem a variante como benigna ou outra classificacdo especifica do
preditor com significado semelhante, a variante ter sido reportada anteriormente como benigna por
multiplas entidades/investigadores, frequéncias alélicas superiores ao esperado para uma doenca genética
rara, e a variante ser identificada em homozigotia em adultos e idosos saudaveis. Em certos casos,
porém, a falta de informacéo disponivel a suportar a classificagdo aparente ou a existéncia de informacéo
ndo totalmente concordante levou a que algumas variantes tenham sido classificadas como PB.
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Adicionalmente, as variantes DNAH11:¢.100_101delinsTT e NME8:c.1478_1479delinsCT, que ndo se
encontravam descritas na base de dados GnomAD, ndo foram eliminadas durante o processo de selecéo de
variantes dado ndo serem conhecidas as suas frequéncias populacionais. Contudo, a anotacdo das variantes
obtidas neste estudo permitiu perceber que as duas variantes mencionadas sdo muito frequentes, tanto
em individuos inférteis (presentes em 37 e 29 das 48 amostras de doentes, respetivamente) como nas
amostras controlo (80 e 62 das 116 amostras) e, como tal, foram classificadas como benignas.

Tabela 3.5 Variantes genéticas de interesse, identificadas no grupo de 48 individuos do sexo masculino inférteis. As
variantes foram descritas de acordo com as recomendacdes da HGVS ao nivel do cDNA e da proteina. A classificacéo de cada
variante teve por base informacéo disponibilizada pela aplicacéo Variant Interpreter, por plataformas e bases de dados online,
e por preditores de patogenicidade in silico, como explicado na sec¢do 2.9.2. Anotacdo e classificacdo de variantes, e foi
realizada de acordo com as diretrizes da ACMG-AMP. * Também presentes na Tabela S2.

Ar:gis;ra Gene HGVS cDNA | HGVS proteina \-/ra:fig:tz GFr:z‘r:lr:‘:Sc(l‘;;) Classificagao
11e41 DNAH11  c.10739G>A | p.(Arg3580His) | Missense 0,88611 B*
DNAH11 @ c.8990G>A | p.(Arg2997GIn) | Missense 1,1237 PB*
03 DNAH11 @ c.2909A>G p.(Tyr970Cys) Missense 0,00393 VUS
DNAH11 @ c.9935A>T | p.(Asp3312Val) | Missense 0,35355 VUS
13 NMES8 c.1169G>C | p.(Arg390Thr) | Missense 0,01524 VUS
22 NME8 | c.455-5dup p.(?) Intrénica 0,00369 VUS
26 DNAH11 @ c.1084G>A p.(Ala362Thr) Missense 0,00143 VUS
27 DNAH5 | c.12465A>G = p.(GIn4155=)  Sinénima 0,11394 VUS
34 DNAH5 | ¢.6748G>A | p.(Glu2250Lys) = Missense 0,00990 VUS
47 DNAH5 | ¢.3614C>T | p.(Alal205Val) = Missense 0,00080 VUS
DNAAF2 | ¢.2239G>A | p.(Glu747Lys) Missense 0,00066 VUS
01 NMES8 c.1277T>A | p.(Leud26Ter) | Nonsense 0,00837 PP
21 DNAI1 ¢.400G>C p.(Gly1l34Arg) = Missense 0,04035 PP
04 DNAH5 | c.13486C>T | p.(Argd496Ter) = Nonsense 0,00602 P

Ala alanina, Arg arginina, Asp acido aspartico, Cys cisteina, GIn glutamina, Glu &cido glutamico, Gly glicina, His
histidina, Leu leucina, Lys lisina, Thr treonina, Tyr tirosina, Val valina, Ter coddo de terminacéo, B benigna, PB
provavelmente benigna, VUS variant of unknown significance, PP provavelmente patogénica, P patogénica.

Relativamente as 12 variantes de interesse, 9 foram classificadas como VUS. Neste conjunto encontram-
se algumas variantes com frequéncias alélicas particularmente baixas, para as quais a falta de informacéo
e de critérios para classificacdo leva a que seja dificil prever a sua patogenicidade. DNAH5:¢.12465A>G,
contudo, difere das restantes por apresentar simultaneamente indicios de que poderd ser benigna,
nomeadamente a frequéncia alélica em Africa (1,226%) acima do esperado, e indicios de que podera ser
patogénica, por poder ter impacto significativo no splicing segundo o preditor HSF e varios algoritmos
do programa Alamut Visual Plus, os quais sugerem a criagdo de um novo sitio aceitador de splicing.

Apenas 3 variantes foram classificadas como provavelmente patogénicas ou patogénicas: as variantes
nonsense NMES:¢.1277T>A e DNAHS5:¢.13486C>T, e a variante missense DNAI1:¢c.400G>C que, de
acordo com preditores in silico, devera afetar o local aceitador de splicing adjacente. Tal classificacdo
deveu-se ao impacto que se prevé que tenham na estrutura das respetivas proteinas, com perda de fungédo
das mesmas. Consequentemente, poderdo estar relacionadas com a patologia discinesia ciliar primaria.

O conjunto de variantes de interesse inclui, ainda, DNAH11:¢.10739G>A e DNAH11:¢.8990G>A. Estas
duas variantes classificadas, respetivamente, como B e PB segundo os critérios definidos para este
projeto, encontram-se descritas como patogénicas na literatura disponivel %.
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4 | Discussao

Atualmente, a infertilidade masculina continua a ser, em muitos casos, uma condi¢do de dificil
diagnostico devido a enorme diversidade de fatores genéticos envolvidos na gametogénese e ao reduzido
ndmero de causas genéticas identificadas no ambito da investigacdo molecular %67, Como tal, para se
poder identificar os fatores associados aos casos de infertilidade masculina idiopética, é necessario
compreender melhor as multiplas doencgas genéticas raras associadas ao sintoma em causa. Nas Gltimas
duas décadas foram identificadas variantes responsaveis pela patologia discinesia ciliar priméaria em
mais de 45 genes, mas a compreensao de como estes genes podem causar infertilidade masculina é ainda
escassa 2>27. O presente projeto incidiu predominantemente na sequenciacéo de oito genes associados a
PCD (DNAH5, DNAH11, DNAIL, DNAI2, NME8, DNAAF2, RSPH4A e RSPH9), e na identificagdo e
caracterizacao das variantes presentes. No total, foram analisadas 57 variantes em 47 homens inférteis,
14 das quais possivelmente relacionadas com a patologia e o fenétipo em estudo (Tabela 3.5). Assim,
por ultimo, resta proceder a avaliacdo de que forma cada variante se correlaciona com a patologia em
causa, de acordo com a informacdo recolhida quanto a propria variante, ao gene e a classificagdo do
espermograma do respetivo doente.

Nesta avaliacdo é necessério ter-se em conta que 0s 8 genes em estudo apresentam transmissao
autossOmica recessiva. Visto que as 14 variantes de interesse foram identificadas em heterozigotia,
nenhuma podera ser, por si s8, a causa dos sintomas identificados. Nenhuma das 12 variantes VUS/PP/P
foi identificada em 2 ou mais doentes, e 8 destes apresentavam apenas 1 variante de interesse. Neste
altimo conjunto incluem-se: as variantes missense DNAH5:c.6748G>A, DNAH11:c.1084G>A e
NMES8:c.1169G>C , de patogenicidade desconhecida devido a falta de dados; as variantes com possivel
impacto no splicing NME8:c.455-5dup (VUS, por potencial quebra do local aceitador de splicing e falta
de informacédo), DNAH5:¢.12465A>G (VUS, por possivel novo local aceitador de splicing e informacéo
contraditdria) e DNAI1:c.400G>C (PP, com prevista quebra do local aceitador de splicing e perda de
funcdo da proteina); e ainda as duas variantes nonsense NME8:¢.1277T>A (PP) e DNAH5:¢.13486C>T
(P), ja descritas na literatura, que originam um coddo de terminacdo da traducdo prematuro e,
presumivelmente, uma proteina truncada, com perda de funcdo da mesma “¢%4%, Como indicado, devido
a todas estas variantes se encontrarem em heterozigotia e ndo ter sido identificada mais nenhuma
alteracdo que possa explicar a patologia nas respetivas 8 amostras, ndo é possivel considera-las como a
causa da caracteristica espermatogénica diagnosticada.

As variantes DNAH11:c.8990G>A e DNAH11:c.10739G>A, identificadas aparentemente em
heterozigotia composta nas amostras PCipll e PCip4l e classificadas, respetivamente, como
provavelmente benigna e como benigna, encontram-se entre as 14 variantes de interesse (Tabela 3.5)
devido a informacdo contraditdria na literatura disponivel em relacdo as classificagcdes definidas neste
projeto. Boon et al. (2014) identificou este par de variantes em dois doentes com PCD, diagnosticados
com situs solitus (i.e., posicionamento normal de érgaos no torax e abdémen) e ultraestrutura ciliar
anormal, e classificou-as como provavelmente patogénicas somente por ndo terem sido reportadas na
literatura disponivel até a altura e por terem sido as Unicas variantes identificadas nos dois individuos
estudados °3. Este artigo ndo representa, assim, razdo suficiente para se considerar a classificacdo
atribuida as duas variantes em causa e as apontar como responsaveis pela oligoastenozoospermia
diagnosticada nos doentes PCipl11 e PCip41, tendo-se inclusivamente identificado as mesmas variantes
num individuo saudavel, ndo infértil, do grupo controlo (Ct061, homozigético para
DNAH11:¢c.8990G>A e heterozig6tico para DNAH11:¢.10739G>A), e a variante DNAH11:¢.8990G>A
em homozigotia no individuo Ct063, também nao infértil.
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Foram ainda detetadas 4 variantes missense raras de particular interesse, todas presentes em genes
codificantes para proteinas associadas aos bragos de dineina externos. As variantes DNAH11:¢.2909A>G
e DNAH11:¢.9935A>T foram identificadas na amostra PCip03 (doente com oligoastenozoospermia) e,
como tal, representam um possivel caso de heterozigotia composta. Ao nivel dos aminoécidos, verifica-
se uma alteracdo de tirosina para cisteina e de acido aspartico para valina, respetivamente. Ambos 0s
aminoacidos constitutivos, da sequéncia de referéncia, sdo altamente conservados entre espécies, e é
prevista uma diferenca fisico-quimica alta entre estes e os aminoacidos resultantes da sequéncia alterada.
Observou-se ainda que parte dos preditores de patogenicidade de variantes missense classificam estas
duas variantes como deletérias, ou equivalente, nomeadamente o SIFT para ambas. Em sentido inverso,
as variantes DNAH5:¢.3614C>T e DNAAF2:¢.2239G>A, presentes na amostra PCip47 (doente com
oligoastenoteratozoospermia) em dupla heterozigotia, sdo classificadas como benignas, ou equivalente,
pela maioria dos preditores, incluindo o MutationTaster para ambas. A primeira variante resulta na
substituicdo de alanina, pouco conservada, por valina, e a segunda leva a troca de acido glutamico,
moderadamente conservado, por lisina, sendo previstas diferengas fisico-quimicas baixas entre os dois
aminoacidos em ambos 0s casos. Assim, aparenta ser mais provavel que o par de variantes
heterozigoticas DNAH11:¢c.2909A>G e DNAH11:c.9935A>T possa afetar a estrutura e funcdo da
proteina negativamente (variantes hipomorficas), e possivelmente perturbar a motilidade do
espermatozoide, do que as variantes DNAH5:¢.3614C>T e DNAAF2:¢.2239G>A. Contudo, devido a
escassa informagdo disponivel para estas variantes, e & consequente auséncia de critérios para a sua
classificacdo de acordo com as diretrizes da ACMG-AMP, ndo € possivel estabelecer uma correlagdo
causal segura entre 0s genotipos dos doentes com as variantes missense em causa e 0S respetivos
fendtipos, pelo que o mais adequado € considerar as variantes de patogenicidade desconhecida.

Embora os resultados obtidos ndo permitam tirar conclusées definitivas quanto a causa dos varios casos
de infertilidade masculina em analise, existem ainda algumas possibilidades que devem ser
consideradas.

Apds uma extensa analise de variantes nos genes DNAI1, DNAH5 e DNAH11 em homens com
astenozoospermia nao sindromica, e estudos familiares associados, Zucarello et al. (2008) manifestou a
hipétese de certas variantes heterozigéticas em genes associados a ciliopatias poderem afetar de forma
menos grave a atividade ciliar e causar infertilidade masculina como um sintoma isolado, devido a
haploinsuficiéncia ou efeito dominante negativo, por exemplo . Contudo, no presente projeto, a analise
das amostras controlo permitiu identificar a variante VUS DNAH11:¢.9935A>T em 4 individuos ndo
inférteis (Ct025, 049, 060 e 086), a variante VUS NMES8:c.1169G>C noutros dois (Ct013 e Ct077) e,
particularmente, a variante provavelmente patogénica DNAI1:c.400G>C num ultimo individuo nédo
infértil (Ct084), todas em heterozigotia.

Em sentido inverso, estudos recentes observaram baixos valores de expressdo de DNAH5, DNAH11 e
RSPH4A nos testiculos, e concluiram que estas proteinas poderdo ndo ser essenciais para a fertilidade
masculina 445, Estes resultados, explicados anteriormente nas sec¢des 1.2.1.1. (DNAH5 e DNAH11,
DNAI1 e DNAI2, e NMES8, componentes dos bracos de dineina externos) e 1.2.1.3. (RSPH4A e RSPH9,
constituintes dos raios radiais), sugerem que uma parte das variantes de interesse identificadas no
presente projeto poderdo ndo estar associadas ao sintoma em estudo, incluindo o possivel caso de
heterozigotia composta (amostra PCip03) caracterizado pela substituicdo de dois aminoacidos altamente
conservados. Contudo, a descoberta de um segundo mecanismo através do qual PCD causa infertilidade
masculina, associado aos ductos eferentes, podera explicar estes e outros casos resultantes de variantes
patogénicas nos genes DNAH5, DNAH11 e RSPH4A. Os ductos eferentes sdo tdbulos integrantes do
sistema reprodutor masculino, responsaveis pelo transporte dos espermatozoides dos testiculos (local de
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producdo) para os epididimos (onde sdo armazenados), e que desempenham um papel importante no
aumento da concentracdo destas células atravées da reabsorcao de fluido seminifero luminal por células
ndo ciliadas do epitélio °"*8. Adicionalmente, o epitélio destes tlbulos inclui células multiciliadas que,
através do batimento ciliar, mantém os espermatozoides em suspenséo, o que promove a reabsorcao do
fluido e previne a agregacéo de espermatozoides e consequente bloqueio dos ductos *°. Em 2021, Aprea
et al. constatou que defeitos na motilidade dos cilios de dutos eferentes devido a deficiéncia de DNAH5
também causam a agregacédo de espermatozoides e bloqueio destes tibulos . Assim, comprovou a
existéncia deste segundo mecanismo através do qual PCD pode causar infertilidade masculina, ndo
dependente de alteragées no flagelo de espermatozoides. E ainda importante constatar que estes casos
estdo invariavelmente associados a oligozoospermia (i.e., reduzido nimero de espermatozoides no
ejaculado), mas a analise a qualidade do esperma ndo identificou alteracBes ao nivel da motilidade e
morfologia dos espermatozoides '®. Deste modo, este Ultimo estudo reforca a hipotese de que os ODA
do flagelo de espermatozoides apresentam, de fato, composic¢do diferente de outros cilios moveis, e
sugere que as variantes identificadas no presente projeto nos genes DNAH5 (incluindo a variante
patogénica DNAH5:¢.13486C>T) e DNAH11 (incluindo o possivel caso de heterozigotia composta de
DNAH11:¢c.2909A>G e DNAH11:¢.9935A>T) poderdo ndo estar diretamente associadas ao sintoma em
estudo, dado que a astenozoospermia é comum aos 48 doentes inférteis analisados. Ainda assim, ndo se
pode desprezar a possibilidade de existir um outro fator que explique o diagndstico de astenozoospermia
nestes e noutros casos, nomeadamente a presenca de uma variante patogénica num gene associado a
PCD nao pertencente ao painel definido. Em sentido inverso, a identificacdo de uma variante patogénica
nos genes DNAIL1, NME8 e DNAAF2, entre outros, responsavel por alteragdes na ultraestrutura do
flagelo identificadas por TEM, ndo se traduzird necessariamente na alteracdo da morfologia do flagelo
do espermatozoide (teratozoospermia) apos visualizacdo por microscopia 6tica 1. Deste modo, néo é
possivel excluir que um possivel efeito dominante negativo, a dupla heterozigotia e a heterozigotia
composta possam perturbar a presenca de espermatozoides no ejaculado dos homens em causa.

Como indicado no paragrafo anterior, ndo se pode deixar de considerar a possibilidade de que ndo foram
obtidos resultados conclusivos pelo fato de a ou as variantes responsaveis por cada caso de infertilidade
diagnosticada poderem estar presentes em genes ndo estudados no presente projeto. Atualmente, a
patologia discinesia ciliar primaria esta associada a mais de 45 genes, o que representa aproximadamente
dois tercos dos casos diagnosticados com a doenga 227, Entre os varios genes que ndo foram incluidos
no painel de genes em estudo encontram-se fatores de assemblagem de dineina no citoplasma e
constituintes dos raios radiais, bem como componentes do complexo regulatério de nexina-dineina, do
complexo de ancoragem de ODA e do par central do axonema, entre outros *’. Em particular, destaca-
se CCDC39 (coiled-coil domain 39 molecular ruler complex subunit) e CCDCA40 (coiled-coil domain
40 molecular ruler complex subunit), dois genes frequentemente identificados como causa de PCD com
infertilidade masculina, em casos caracterizados por desorganizacdo microtubular e defeitos em IDA e
nos complexos regulatérios de nexina-dineina 2546102193 Adicionalmente, os genes DNAH8 e DNAH17,
apresentados anteriormente devido a elevada expressdo nos testiculos contrastante com DNAH5 e
DNAH11 (secgédo 1.2.1.1. DNAH5 e DNAH11, DNAI1 e DNAI2, e NMES8, componentes dos bragos de
dineina externos), ndo devem ser desvalorizados uma vez que variantes patogénicas nestes genes causam
infertilidade masculina isolada, caracterizada por defeitos na motilidade dos espermatozoides e na
morfologia dos flagelos, que ndo séo identificados em cilios méveis de outros grupos de células 344,
Este fenotipo especifico de espermatozoides é denominado de MMAF (anormalidades morfoldgicas
multiplas do flagelo, do inglés multiple morphological abnormalities of the flagella), e é comum a varios
genes do axonema nédo associados a PCD, incluindo DNAH1 (dynein axonemal heavy chain 1), que
codifica uma cadeia pesada de IDA e é fundamental na organizacdo do axonema, e CFAP43 (cilia and
flagella associated protein 43) e CFAP44 (cilia and flagella associated protein 44), dois genes
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envolvidos na organizacgdo e funcdo do axonema do flagelo %17, Atualmente, a informacéo sobre
MMAF, os genes associados e a relacdo com PCD é escassa, mas seria certamente interessante ver que
resultados seriam obtidos com o estudo destes genes nos doentes analisados, por MMAF incidir
predominantemente em doentes com astenozoospermia ndo sindrémica.

Concluséao

Numa andlise global, o procedimento proposto foi concluido com sucesso, tendo-se implementado e
validado a aplicagdo de NGS para a caracterizacdo molecular de um painel de 8 genes relevantes na
patologia discinesia ciliar priméaria, num conjunto significativo de 48 doentes inférteis diagnosticados
com astenozoospermia nao sindrémica, em combinacdo com sequenciagdo de Sanger.

No total foram identificadas 57 variantes, 14 das quais potencialmente associadas a caracteristica
fenotipica em estudo. Dado que néo foi possivel estabelecer correlagdes gendtipo/fenétipo definitivas
de acordo com o padrédo de hereditariedade dos genes em causa, 0s resultados obtidos permitem inferir,
a luz dos conhecimentos atuais, que os genes analisados ndo devem constituir a principal base molecular
da astenozoospermia quando presente em homens sem outras manifestacdes fenotipicas de PCD.

No entanto, € relevante destacar que sé através da realizacéo de estudos funcionais e estudos familiares
futuros se podera classificar devidamente estas variantes quanto a sua patogenicidade e compreender o
seu impacto na motilidade dos cilios. Ainda assim, os resultados obtidos neste projeto ndo deixam de
contribuir para o conhecimento cientifico em torno desta doenca rara e da sua etiologia, e estudos
similares permitirdo continuar a desenvolver a compreensdo e a capacidade de diagndstico desta
complexa doenga.
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6 | Anexos

Este projeto foi apresentado em forma de poster no congresso da “26% Reunido Anual da Sociedade
Portuguesa de Genética Humana”, que se realizou nos dias 17, 18 ¢ 19 de novembro de 2022, em
Coimbra.

Tabela S1 Regides sem cobertura suficiente (20x), nos oito genes em estudo.

Amostra Gene Exéo Coordenadas Sequenciar?
Todas 1 50 101 694 a 50 101 917 Sim
DNAAF2 50 094 705 a 50 094 706; .
Cto84 50 094 881 a50 094 898 | V4O
Ct106, 109 e 111, 12 13911470a13911504 | Néo
PCip29
Cto57 14 13901484213901518 | Nio
Ct084. 109 e 111 17 13891 124213891167 | Néo
69 amostras Ct, 18 13886 197213886263 | Nio
28 amostras PCip
Ct084, )
5Cip30, 35 ¢ 36 19 13885 165213885362 | Nio
Ct057 22 13876 945213876951 | Nio
Ct109 24 13870893213870903 | Nio
Todas 25 13867 858213867888 | Sim
Ct084 DNAH5 33 13841835213842038 | Nio
Ct014 e 084 37 13830110a13830347 | Nio
Todas 41 13820632213820633 | Nio
Ct066 e 084, )
SCint6, 356 37 43 13814 689213814980 | Nio
Ct048 48 13794 158213794192 | Néo
13 766 060 a 13 766 085: _
Crio9 59 13766 2812 13766 313 | Na°
Todas 63 13753317a13753361 | Sim
13 737 336 a 13 737 390; )
Ct084 66 13737582a13737629 | N©
Ct109 77 13701529213701570 | Nio
6 amostras Ct, 1 21582814a21583120 | Sim
9 amostras PCip
Ct048 2 21584599421584792 | Nio
21 603 779 a 21 603 812: )
Cto84 6 21603 99121604040 | 4O
13amostras Ct, | H\aH1q 10 21627 657221627844 | Sim
12 amostras PCip
Ct084 13 21630511421 630558 | Nio
98 amostras Ct, 18 21640089221 641067 | Sim
38 amostras PCip
Ct048 e 109, )
PCin23829 27 21677343221 677345 | Nio
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Ct057 28 21678696221 678708 | Nio
Todas 34 21726975221 727170 | Sim
9 amostras Ct, 35 21730358a21730524 | Sim
9 amostras PCip

21 744 027 a 21 744 039; )
Cti11 38 21 744 215 a 21 744 271 Nao

21 747 292 a 21 747 295: )
Ct106 40 21747 466221747478 | 4O

21 750 146 a 21 750 164: )
Cto84 4l 2175033321750 346 | Na©
8 amostras Ct, 45 21765404221 765550 | Sim
10 amostras PCip

21784 463 a 21 784 478: )
Ct057 51 21784 667221784706 | Na©
9 amostras Ct, 55 21805021a21805232 | Sim
4 amostras PCip
8 amostras Ct, 67 21892060a21892064 | Nio
8 amostras PCip

21932 038 a 21 932 103: )
Ct084, 109 e 111 77 51032 115 a 91 932 129 Nio
Ct109 ONALL 11 34 500 842 a 34 500 062 Nio
Todas 20 34520790a34520805 | Nio
8 amostras Ct, 6 72287 275272287297 | Sim
11 amostras PCip
4 amostras Ct, DNAI2 x
PCin0, 316 56 12 72308117a72308318 | Nio
Todas 13 72310394a72310408 | Nio
8 amostras Ct, .
PCip10 629 5 37901642a37901771 | Sim
Ct084 NME8 13 37 928 024 a 37 928 055 N&o
Ct111 14 37 934 043 a 37 934 072 Nio
Ct084 1 116 937 815 a 116 937 877 | Nio
107 amostras Ct, | poppy4n 3 116 948 971 a 116 949 267 | Sim
43 amostras PCip
Todas 6 116 953 630 a 116 953 654 | Nio
Ct057 e 109, )
PCin30 1 43 612 954 a 43 613 087 Nio
Todas 2 43618087 243618302 | Sim

RSPH9

5{257’ 084, 109e 3 43623 274243623314 | Nio

43 624 289 a 43 624 308: )
Ct057 e 109 4 43624 4753 43624 486 | V2O
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Tabela S2 Variantes genéticas (n=45) identificadas no grupo de 48 individuos do sexo masculino inférteis, classificadas
como benignas ou provavelmente benignas. As variantes foram descritas de acordo com as recomendacdes da HGVS ao
nivel do cDNA e da proteina. A classificagdo de cada variante teve por base informac&o disponibilizada pela aplicacéo Variant
Interpreter, por plataformas e bases de dados online, e por preditores de patogenicidade in silico, como explicado na sec¢ao
2.9.2. Anotagdo e classificagdo de variantes, e foi realizada de acordo com as diretrizes da ACMG-AMP. A variante
€.100_101delinsTT (DNAH11) foi identificada nas amostras PCip01, 03, 06, 07, 08, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 41, 43, 44, 45, 46, 48, e a variante ¢.1478_1479delinsCT (NMES8) nas
amostras PCip02, 03, 05, 06, 07, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 23, 24, 26, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 42, 43, 44, 46.

Ar::is:ra Gene HGVS cDNA HGVS proteina \./ralfi(;:tee ;;i(::;i:;) Classificagao
Vg;"’)‘s DNAH11 = ¢.100_101delinsTT p.(Glu3dleu) | Missense - B
Varias . .

(29) NMES8 c.1478_1479delinsCT p.(lle493Thr) Missense - B
02,24, RSPH4A c.731G>A p.(Arg244His) | Missense 1,9328 B
25,31,43 !
08 DNAI2 c.1462C>T p.(Leu488Phe) | Missense 0,2649 B
09 DNAH11 c.9102+8G>A p.(?) Intrénica 1,2176 B
1lle41 DNAH11 ¢.10739G>A p.(Arg3580His) | Missense 0,88611 B
13 DNAH11 ¢.13263G>C p.(Pro4421=) Sinénima 1,1387 B
16 DNAH5 c.2052+22C>A p.(?) Intrénica 0,76954 B
20e 32 DNAH5 c.1647C>G p.(Asn549Lys) | Missense 1,008 B
21 DNAH11 €.6041+18T>C p.(?) Intrénica 0,41968 B
22 DNAH11 & ¢.9102+21_9102+22dup p.(?) Intrénica = 0,28792 B
22 DNAH11 c.9102+23A>T p.(?) Intrénica 1,5147 B
22 DNAH11 ¢.10027-10T>C p.(?) Intrénica 0,15542 B
28 DNAH11 c.1535T>A p.(Met512Lys) | Missense 0,16259 B
28 DNAH11 €.9098T>C p.(1le3033Thr) | Missense 0,51869 B
35 DNAH5 €.299G>C p.(Gly100Ala) Missense 0,09093 B
36 DNAH5 c.3987A>G p.(Lys1329=) Sinénima 1,0664 B
38 DNAHS5 €.2053-23A>C p.(?) Intrénica 0,88959 B
38 DNAH5 €.2253C>A p.(Asn751Lys) | Missense 0,90332 B
39 NMES8 c.528+11T>C p.(?) Intrénica 0,47138 B
43 e 46 RSPH4A c.1489G>A p.(Val497lle) Missense 1,2565 B
02 DNAI2 c.1516C>A p.(Arg506=) Sinénima 0,04306 PB
09 DNAH11 c.7646-25G>A p.(?) Intrénica 0,32875 PB
10 DNAH5 €.5703T>C p.(Asp1901=) Sinénima 0,00120 PB
10 DNAH11 €.939C>T p.(Ser313=) Sinénima 0,48209 PB
11 DNAH11 €.6274-5T>C p.(?) Intrénica 0,03659 PB
11e41 | DNAH11 €.8990G>A p.(Arg2997GIn) | Missense 1,1237 PB
17 DNAH11 c.4282A>G p.(Thr1428Ala) | Missense 0,33316 PB
17 DNAH11 c.10417C>T p.(Leu3473=) Sindnima - PB
19e24 DNAH5 €.624C>T p.(Asn208=) Sindnima 0,25068 PB
21 DNAH11 c.4920C>T p.(Leu1640=) Sindnima 0,00161 PB
22 DNAH11 ¢.11200A>C p.(Lys3734GIn) | Missense 0,24498 PB
23 DNAH11 €.5622-7C>A p.(?) Intrénica 0,01551 PB
25 DNAH11 c.-27C>A p.(?) 5" UTR 0,85189 PB
27 DNAH5 €.7230+24A>G p.(?) Intrénica 0,01670 PB
28 DNAH11 c.5270C>T p.(Alal757Vval) | Missense 0,12049 PB
41 DNAH5 ¢.4597-22T>C p.(?) Intrénica 0,02426 PB
42 RSPH9 c.-37A>C p.(?) 5" UTR 0,00567 PB
44 DNAI1 c.462C>T p.(Prol154=) Sinénima - PB
45 DNAH5 €.1335C>T p.(Cys445=) Sinénima 0,01067 PB
47 DNAH11 €.7059T>C p.(Tyr2353=) Sinénima 0,00361 PB
47 DNAH11 c.11469A>C p.(Leu3823=) Sinénima 0,00614 PB
47 DNAI2 c.759G>A p.(Ala253=) Sinénima 0,13761 PB
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47 | NMES8 €.994+19A>G p.(?) Intrénica 0,27776 PB

48 | DNAI1 c.1889C>T p.(Ala630Val) Missense 0,05449 PB
Ala alanina, Arg arginina, Asn asparagina, Asp acido aspartico, Cys cisteina, GIn glutamina, Glu &cido glutamico,
Gly glicina, His histidina, Ile isoleucina, Leu leucina, Lys lisina, Met metionina, Phe fenilalanina, Pro prolina, Ser
serina, Thr treonina, Tyr tirosina, Val valina, B benigna, PB provavelmente benigna.
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