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RESUMO

SOUZA, Mateus Felipe de. Anélise da expressdo de genes alvos em homens com varicocele.
2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

INTRODUCAO: A varicocele é uma das principais causas de infertilidade masculina.
Alteracbes nos parametros seminais e baixa qualidade espermatica sdo frequentemente
observadas em homens com varicocele, cujos mecanismos envolvidos ainda ndo estdo bem
elucidados. A etiologia multifatorial, bem como a variacdo das manifestacdes clinicas e a
possibilidade de reversdo da doenca, sugerem que os fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais podem estar associados a fisiopatologia da doenca.

OBJETIVO: Analisar os genes diferencialmente expressos em homens com varicocele
utilizando dados de sequenciamento de RNA.

METODOS: Trata- se de um estudo prospectivo observacional do tipo caso controle, que
incluiu 25 homens com varicocele e 25 homens com padrdo seminal normal, sem a doenca.
Foi realizado o espermograma para a analise da qualidade seminal, e para a fragmentacao de
DNA a técnica de dispersdo da cromatina. Os dados utilizados para as analises de
bioinformética foram extraidos de um prévio sequenciamento de RNA. Os resultados obtidos
foram analisados utilizando a linguagem de programacdo R, mais especificamente o pacote
DESeq2 e clusterProfiler. Para a determinacdo de um gene diferencialmente expresso foram
utilizados os filtros de p<0.05 e logFC > 1.5. O nivel de expressao para 0s genes analisados
foi calculado para cada amostra de acordo com o método de 2-AACT, descrito por Livak e
Scmittgen (2001). As comparacdes entre 0s grupos e as correlacdes entre as variaveis de
interesse foram investigadas utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman.

RESULTADOS: Observamos aumento das alteracbes morfoldgicas (p=0,0018) no grupo
com varicocele quando comparado ao grupo controle. Ndo foi constatada diferenca em
relagdo a fragmentacdo de DNA espermaético entre os grupos. Inicialmente encontramos 494
genes diferencialmente expressos entre homens com varicocele e férteis sem a doenca, sendo
92 genes up regulated e 402 down regulated em varicocele. Para a selecdo dos principais
genes up e down regulated, os seguintes critérios foram adotados: Nivel de expressdo do
gene, interacdo e co-expressdo génica, vias e funcdes associadas a varicocele. Seguindo esses
critérios encontramos os genes alvos EHMT2 e HDCA2 down regulated, bem como os genes
PLP2 e SPINT3, up regulated, para a analise da expressao génica. Esses genes participam de
vias e possuem diversas funcdes relacionadas a varicocele. A média da quantificacdo relativa
do gene HDAC2 (p=0,0020) foi de 0,542 para o grupo varicocele, contra 1,506 do grupo
controle. O gene PLP2 (p=0,0032) apresentou quantificacdo relativa de 0,227 no grupo
varicocele e 0,739 no grupo controle. Além disso, quando correlacionamos nossos resultados
do nivel de expressdao dos genes HDAC2 e PLP2 com os parametros seminais do grupo
varicocele, nossos resultados mostraram uma fraca correlagdo negativa, entre o gene HDAC2
(p =-0,464) e a variavel concentracdo. Na viavel morfologia, os resultados mostraram uma
correlacéo positiva moderada, tanto para o gene HDAC2 (p=0,601), quando para o gene PLP2
(p=0,507).



CONCLUSAO: A diminuigio da expressio dos genes HDAC e PLP2, que participam de
importantes vias relacionadas ao transporte de ions, manutencdo das células germinativas, e
espermatogéneses, podem conduzir as alteragcbes seminais encontradas em pacientes com
varicocele.

Palavras-chave: Varicocele. Expressdo Génica. Infertilidade Masculina. EHMT2. HDAC2.
PLP2. SPINT3.



ABSTRACT

SOUZA, Mateus Felipe de. Analysis of target gene expression in men with varicocele. 2021.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Medicas) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

INTRODUCTION: Varicocele is a major cause of male infertility. Changes in seminal
parameters and low sperm quality are frequently observed in men with varicocele, whose
mechanisms involved are still not well understood. The multifactorial etiology, as well as the
variation of clinical manifestations and the possibility of reversal of the disease, suggest that
genetic, epigenetic and environmental factors may be associated with the pathophysiology of
the disease.

OBJECTIVE: Analyze differentially expressed genes in men with varicocele using RNA
sequencing data.

METHODOLOGY: This is a prospective observational, case-control study, which included
25 men with varicocele and 25 men with normal seminal pattern, without the disease. The
spermogram was performed to analyze the seminal quality, and for the DNA fragmentation
the chromatin dispersion technique. The data used for bioinformatics analysis were extracted
from a previous RNA sequencing. The results obtained were analyzed using the R
programming language, more specifically the DESeq2 package and clusterProfiler. For the
determination of a differentially expressed gene, filters of p <0.05 and logFC> 1.5 were used.
The level of expression for the analyzed genes was calculated for each sample according to
the 2-AACT method, described by Livak and Scmittgen (2001). The comparisons between the
groups and the correlations between the variables of interest were investigated using
Spearman'’s correlation coefficient.

RESULTS: We observed decreases in the concentration (p = 0.0002) and vitality (p =
0.0285) of sperm, and an increase in morphological changes (p = 0.0018) in the group with
varicocele when compared to the control group. There was no difference regarding the
fragmentation of sperm DNA between the groups. Initially, we found 494 genes differentially
expressed between men with varicocele and fertile men without the disease, with 92 genes up
regulated and 402 down regulated in varicocele. For the selection of the main up and down
regulated genes, the following criteria were adopted: Level of gene expression, gene
interaction and co-expression, pathways and functions associated with varicocele. Following
these criteria, we find the target genes EHMT2 and HDCAZ2 down regulated, as well as the
genes PLP2 and SPINTS3, up regulated, for the analysis of gene expression. These genes
participate in pathways and have several functions related to varicocele. The average relative
quantification of the HDAC2 gene (p = 0.0020) was 0.542 for the varicocele group, against
1.506 for the control group. The PLP2 gene (p = 0.0032) showed a relative quantification of
0.227 in the varicocele group and 0.739 in the control group. Furthermore, when we
correlated our results of the expression level of the HDAC2 and PLP2 genes with the seminal
parameters of the varicocele group, our results showed a weak negative correlation between
the HDAC2 gene (p = -0.464) and the concentration variable. In viable morphology, the
results showed a moderate positive correlation, both for the HDAC2 gene (p = 0.601), and for
the PLP2 gene (p = 0.507).



CONCLUSION: The decreased expression of the HDAC and PLP2 genes, which participate
in important pathways related to ion transport, maintenance of germ cells, and
spermatogenesis, can lead to the seminal changes found in patients with varicocele.

Keywords: Varicocele. Gene expression. Male infertility. EHMT2. HDAC2. PLP2. SPINT3.
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1 INTRODUCAO

1.1 VARICOCELE E INFERTILIDADE

A varicocele ¢ uma das principais causas de infertilidade masculina tratavel
(BAAZEEM et al., 2011). Em 1843, Curling descreveu a varicocele como dilatagcdes das
veias testiculares na porcao escrotal do plexo pampiniforme, devido a dificuldade do retorno
venoso nessa regido (CURLING, 1843). Em um contexto geral, a incidéncia da doenca na
populacdo é de 10 a 15%, e em homens que buscam tratamento para infertilidade, varia de 19
a 41% (WEIDNER et al., 2010). Além disso, dos homens com infertilidade, 30 a 35%
possuem infertilidade priméria e 69 a 81% apresentam infertilidade secundaria (CHOI; KIM,
2013). Na maioria das vezes a varicocele é assintomatica, e quando ha sintomas o mais
comum € a dor testicular, encontrada em 2% a 10% dos casos (PAICK; CHOI, 2019). A
diminuigdo do volume testicular também é um dos sintomas que quando presente no testiculo
esquerdo, diminuem os volumes testiculares em 73, 53 e 43% nos graus III, 1l e |
respectivamente (SIGMAN; JAROW, 1997). O diagnostico clinico é feito através de exame
fisico (INCI; GUNAY, 2013) podendo ser classificada em grau 1, quando palpavel apenas
durante a manobra de valsava, grau 2, palpavel em repouso, e grau 3, visivel e palpavel em
repouso (DUBIN; AMELAR, 1977; GOLDSTEIN, 2012). A varicocele subclinica ndo é
visivel e nem palpavel ao exame fisico, sendo evidenciada apenas por ultrassonografia com
Doppler (GOLDSTEIN, 2012).

A relacdo entre varicocele e infertilidade foi primeiramente observada por Tulloch et
al. (1955), e desde entdo diversos estudos foram realizados para melhorar a compreenséo do
mecanismo da doenga e sua ligacdo com a infertilidade masculina (SIGMAN; JAROW, 1997,
DIAMOND et al., 2007; YANG et al., 2016). Os achados mais frequentes em homens com
varicocele sdo a diminuicdo na concentracdo, motilidade e morfologia espermatica
(NAFTULIN et al., 1991; XUE et al., 2012; KADIOGLU; ALIYEV; CELTIK, 2014), alem
de uma maior porcentagem de espermatozoides com cromatina anormal ou imatura
(OLESZCZUK; GIWERCMAN; BUNGUM, 2016). Algumas hipéteses foram levantadas
para explicar a influéncia da varicocele nos testiculos e na qualidade seminal (BROWN;
DUBLIN; HOTCHKISS, 1967; GOLDSTEIN, 2012), como por exemplo, a circulacdo
debilitada no plexo pampiniforme causada pela varicocele que gera a desregulagdo da
termorregulacéo testicular e aumento da temperatura nessa regido (MASSON; BRANNIGAN,
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2014). Concomitante a isso, o refluxo de metabolitos das glandulas adrenais e dos rins, tais
como os hormonios epinefrina e a norepinefrina, atuam nas arteriolas testiculares causando
vasoconstricdo. Desse modo, 0s niveis de oxigénio caem, elevando os niveis de gas carb6nico
e como consequéncia ocorre hipoxia testicular devido a estase venosa. Além disso, a ocluséo
de pequenos vasos sanguineos podem provocar disfuncGes nas células germinativas e de

Leydig, ocasionando uma diminui¢do na secrecdo de androgenos (CHOI; KIM, 2013).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E FRAGMENTACAO DE ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)

A qualidade espermética é definida de acordo os valores de referéncia para cada
parametro seminal. Sendo a concentracdo, motilidade, vitalidade e morfologia espermatica os
principais parametros seminais (WHO, 2010). A diminuicdo da qualidade espermatica em
individuos com varicocele parece estar associada ao aumento do estresse oxidativo e da
fragmentacdo de DNA ( NAUGHTON; NANGIA; AGARWAL, 2001; SALEH;AGARWAL,
2002; TUNC; TREMELLEN, 2008; AGARWAL et al., 2012; HAMADA; ESTEVES;
AGARWAL, 2013). Hendin et al. (1999) foram uns dos primeiros pesquisadores a evidenciar
uma elevacdo significativa dos niveis de espécie reativas de oxigénio (EROs) em pacientes
com varicocele comparados ao grupo controle, juntamente com uma diminuic¢do do potencial
antioxidante nesses individuos. O aumento da producdo de EROs é proveniente da elevacédo
da pressdo sanguinea exercida sobre a parede das veias, nas quais as células endoteliais
liberam &xido nitrico para relaxar a musculatura lisa presente no vaso, dilatando-o0 e aumento
o fluxo sanguineo (KRZYSCIAK; KOZKA, 2011). Além disso, 0s graus mais acentuados de
varicocele foram correlacionados com niveis mais elevados de estresse oxidativo
(ALLAMANENI et al., 2004).

O processo de fragmentacdo do DNA espermético (FDE) é multifatorial, sofrendo
influéncia de fatores genéticos e epigenéticos (KADIOGLU; ALIYEV; CELTIK, 2014).
Alguns estudos mostraram que falhas na remodelacdo da cromatina durante a
espermiogénese, podem levar a uma maturacdo incompleta do espermatozoide, bem como
altos niveis de danos ao DNA (SAKKAS; ALVAREZ, 2010; CHO;ESTEVES; AGARWAL,
2016). Outro fator associado a FDE é o aumento da geracdo de EROs e a diminui¢do do
potencial antioxidante. Desse modo, ha peroxidacdo dos lipidios presentes na membrana dos
espermatozoides, resultando em dano ao DNA nuclear e mitocondrial, modificacdo de bases,

quebra nas cadeias de DNA, cross linking e reticulacdo da cromatina (AITKEN; IULIIS,
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2010; SAKKAS; ALVARES, 2010). Como consequéncia, existe uma perda da seletividade,
na troca ibnica, na liberacdo de contetidos pelas organelas e formacao de produtos citotoxicos,
resultando em dano ao DNA e podendo culminar até mesmo na morte desses espermatozoides
(ROMEO; SANTORO, 2014). Alguns trabalhos vém correlacionando FDE com alteragdes
morfologicas, perda da motilidade e da capacidade de fertilizacdo (SHEN et al., 2002;
PELUSO et al., 2013). Além disso, outros estudos mostraram um aumento significativo na
FDE de pacientes com varicocele, quando comparado ao grupo fértil. Associando tais
resultados com o aumento do estresse oxidativo provocado pela doenca, com a diminuicéo da
qualidade seminal nesses pacientes (ENCISO et al., 2006; SMITH et al., 2006; BLUMER et
al., 2008). Entretanto, apenas a fisiopatologia da varicocele ndo pode explicar todas as
manifestacdes clinicas da doenca (CARREL, 2012). Acredita-se que a etiologia da doenca
seja complexa e multifatorial, com a associacdo de fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais, 0s quais podem estar relacionados a baixa qualidade seminal em homens com
varicocele (BENOFF et al., 2005).

1.3 A TRANSCRICAO GENICA NA FERTILIDADE MASCULINA E VARICOCELE

O DNA vem sendo estudado desde 1869, quando o bioquimico alemdo Johann
Friedrich Miescher encontrou uma nova substancia acida e a chamou de nucleina. Essa
substancia foi extraida das células de glébulos brancos presentes no pus (VEIGL; HARMAN;
LAMM , 2020). Mais tarde, em 1889 Richard Altman confirmou a natureza acida do material,
denominando-a de &cido nucleico. Posteriormente em 1909, Phoebus Levine e Walter Jacobs
determinaram a organizacdo das moléculas de fosfato, do aclcar e das bases nitrogenadas
(adenina, timina, guanina e citosina), como sendo a unidade fundamental, denominada de
nucleotideos (PORTIN, 2014). Contudo, a forma como os nucleotideos se ligava e formava
uma estrutura espacial, permanecia um mistério. Assim, em 1953 Watson e Crick
apresentaram um modelo no qual a molécula de DNA ¢é constituida por duas cadeias
polinucleotidicas dispostas em hélice (dupla hélice). Essas cadeias sdo complementares, sendo
ligadas por pontes de hidrogénio estabelecidas entre as bases nitrogenadas. Cada tipo de
ligacédo é especifico, ou seja, guanina pareia apenas citosina, bem como adenina apenas com
timina. Dessa forma, foi possivel chegar a estrutura da molécula de DNA, que por si sO
desempenha a funcdo de armazenar e transmitir as informacgdes genéticas por meio da
transcricdo (WATSON; CRICK, 1953).
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Em 1958 Francis Crick apresenta o “Dogma Central da Biologia Molecular”, pelo qual
discorre sobre a forma como o fluxo de informagdes genéticas ocorrem. Esse modelo diz
como a sequéncia de um &cido nucleico pode formar uma proteina, ndo sendo possivel o
contrério. De acordo com esse modelo, 0 DNA contendo as informages genéticas é transcrito
em uma molécula de RNA (acido ribonucleico), que posteriormente sera traduzido em uma
proteina (PETTER, 2014). Entretanto, algumas mudancas foram realizadas nesse modelo e
hoje sabemos que através da transcriptase reversa podemos transformar uma molécula de
RNA em um DNA co6pia. Em adicional sabemos também, que o produto final da transcri¢éo
nem sempre sera uma proteina, podendo ser gerado nesse processo RNAs nao codificantes
que participam da sintese, regulacdo e processamento de proteinas (TRAVERS;
MUSKHELISHVILI, 2015).

Para uma melhor compreenséo da forma como ocorre a expressdo génica na fertilidade
masculina, primeiramente é necessario compreender a molécula de RNA e seu papel nesse
processo. Nesse sentido, O RNA é composto por ribonucleotideos, que sdo formados por
uma ribose, um fosfato e as bases nitrogenadas (citosina, guanina, adenina e uracila).
Apresentam diversas funcgdes, que podem variar com os mais de 100 tipos de modificacdes
quimicas identificadas em RNAs celulares, sendo as principais a sintese de proteina e
regulacdo da expressdao génica (ROUNDTREE et al, 2017). Esses processos Sao
extremamente coordenados e os diferentes tipos de RNA, possuem um papel fundamental em
cada um deles. Assim, temos inicialmente o RNA mensageiro (MRNA) qué ¢ definido como o
meio pelo qual a informacdo flui do DNA para a célula. O RNA transportador (RNAL)
responsavel pelo transporte dos aminoacidos que serdo utilizados na formacao das proteinas
até os ribossomos. O RNA ribossdmico (RNAr), que constituem os ribossomos. Existem
outros tipos de RNAs, como: RNA de interferéncia (RNAIi), microRNAs, Piwi-
interactingRNA (piRNA) dentre uma gama de outros RNAs néo codificantes, que tem como
fungéo o controle da expressdo génica (HARADA et al., 2001).

A regulagdo da expressdo genica € de suma importancia, pois é ela que ird definir as
variacdes na transmissdo de informacOes, as quais permitem que organismos unicelulares
respondam ao seu ambiente. Essas variagdes também fornecem um meio para que células
individuais que transportam informagfes idénticas adquiram diferentes caracteristicas
necessarias para suas fungdes em organismos multicelulares. Esse processo é extremante
coordenado, porem passivel de alteracdes que podem ser provocadas por variacGes nas
condigdes as quais 0 organismo se encontra (SHARP, 2009). Entretanto, existem mecanismos

gue controlam a expressdo génica e é compreendido no controle transcricional, no
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processamento e transporte de RNA, e por fim no controle da traducdo. Desse modo, além de
controlar como um gene sera transcrito, também confere uma espécie de protecdo a possiveis
erros (URIU,2016; FRYE et al., 2018).

O processo de regulacdo e expressao dos genes que controlam a fertilidade masculina
vem sofrendo constantes mudancas. Durante anos, diversos estudos vém sendo realizados
com intuito de melhorar o entendimento dos mecanismos por tras desses processos (CSILLA;
ANTONI, 2018). Nesse sentido, por muito tempo acreditava-se que apenas 0 genoma
masculino fosse introduzido no citoplasma do ovdcito, que detinha o papel principal no
processo de fecundacdo. Com as descobertas da adi¢do do centriolo pelos espermatozoides,
bem como a de RNASs, essa percepcdo foi sendo mudada (SIMERLY et al., 1995;
OSTERMEIER et al., 2004). Inicialmente o estudo do RNA de espermatozoide buscava
compreender o fluxo de informagdes genéticas contidas nessas células. Foram vistos que
durante a condensacéo e elongacdo, a maquinaria transcricional era desligada e a maior parte
do citoplasma das espermatides era perdida e fagocitada pelas células de Sertoli. Sendo assim,
acreditava-se que o restante ndo fosse capaz de suportar a traducdo de mRNA (MILLER,;
OSTERMEIER, 2006).

Abraham e Bhargava (1963) mostraram que 0s espermatozoides eram capazes de
incorporar radioativos no RNA e em proteinas. Entretanto, mais tarde foi concluido que os
espermatozoides eram transcricionalmente ativos, apesar dessa atividade se restringir a
mitocondria (MACLAUGHLIN; TERNER, 1973). A hip6tese que vinha sendo aceita era que
0 nlcleo espermatico era transcricionamente inativo, contudo, foi provado que em alguns
casos, a repressao transcricional e a traducional poderiam ser desfeitas (GUR; BREITBART,
2006).

Com o passar dos anos foi observado a presenca de RNA intracelular através da
hibridizacdo in situ, e tipos de RNA nuclear por meio da eletroforese de espermatozoides
humanos e de ratos (PESSOT et al.,1989). Outro estudo demonstrou a presenca de mRNA na
peca intermediéria e na cauda de espermatozoides humanos (KUMAR et al., 1993). Miller
(1997) evidenciou numerosos mRNAS no ejaculado através de RT-PCR e com um estudo
complementar, Wykes, Visscher e Krawetz (1997) localizaram RNA no nucleo celular e ao
redor dele. Nao obstante, foi visto que os espermatozoides também inseriam RNAS no ovécito
no momento da fecundacdo (OSTERMEIER et al.,2004). Por ltimo, foram descritos diversos
tipos de RNAs codantes e ndo codantes, presentes em espermatozoides, como também a
demonstracdo de algumas atividades traducionais que davam origem a proteinas envolvidas

na qualidade seminal e no desenvolvimento embrionario (MILLER et al., 2005).
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A funcéo e o papel bioldgico dos transcritos encontrados nos espermatozoides ainda
continuam desconhecidos, mas tém sido levantadas hipoteses e estudos que apontam algumas
possibilidades. Umas delas é que apds a capacitagdo espermética 0 espermatozoide se
encontra apto a traduzir seus mRNAs através da maquinaria mitocondrial com intuito de
suplementar as proteinas que foram desnaturadas ou degradadas (AOKI; LIU; CARRELL,
2006). Outra possibilidade seria a acdo dos RNAs no zigoto apos a fecundacéo, que foi visto
nos estudos de Ostermeier et al., (2004) sobre a inser¢cdo de RNA durante a fecundagéo, os
quais podem participar da formacdo pronuclear, na organizacdo que levam a ativacdo do
oocito e por fim na transicdo do controle do gene materno para o embrionario e o
estabelecimento de impressdes iniciais em embrides. Além disso, foi descrito que RNAs
pequenos ndo codantes (do inglés: small non-coding RNA, sncRNA) podem estar relacionados
ao controle do inicio da expressdo genica embrionaria, bem como na repressdo de elementos
transponiveis e na conformacdo da cromatina do espermatozoide (FEDOROFF, 2001;
COWLEY; OAKEY, 2013). Também foram descritos diversos tipos de microRNAS no sémen
humano, associando alguns deles a regulacdo do desenvolvimento e na epigenética do
embrido em estagio inicial (KRAWETS et al., 2011). Por fim, alguns trabalhos demonstram
gue homens com teratozoospermia (PLATTS et al., 2007), astenozoospermia (JODAR et al.,
2012), e homens com infertilidade idiopatica (GARCIA-HERRERO et al., 2011), apresentam
determinados tipos de RNAs em quantidades alteradas quando comparados a quantidade
presente em homens normais.

A varicocele tem sido alvo de estudos devido a capacidade de gerar estresse térmico e
oxidativo a qual pode desencadear alteracdes na expressao génica (NAUGHTON; NANGIA,;
AGARWAL, 2001), alguns trabalhos vém buscando compreender a expressdo de genes
especificos que sdo essenciais nos processos de espermatogénese e maturacdo espermatica.
Dentre eles temos alteragdes na expressdo de genes que: (1) sdo importantes na regulacao da
espermatogénese, como o que codifica o receptor de andrdégeno (AR), (ZALATA et al.,,
2013); (2) desempenha um papel na regulacdo do crescimento celular e sintese de proteinas,
como o0 gene da rapamicina (MTOR) (MAHRAN et al.,2019); (3) sdo envolvidos na
integridade da bainha fibrosa do flagelo, motilidade espermatica e na sinalizagdo de proteina
kinase AMPc dependente (PKA) necessarios para a capacitacdo dos espermatozoides, como
Proteina da cauda associada a Rhofilina 1 (ROPN1) (AMER et al.,2015); (4) e que expressam
classes de proteinas responsaveis por manter a autoregulacdo celular em resposta ao calor,
como o0 gene HSPA2 (SANTORO, 2000) e pbr proporcionar o equilibrio entre a sintese e
degradacdo de proteinas (SHI; MOSSER; MORIMOTO, 1998; LIMA et al., 2006). Um



19

estudo também demonstrou diferencas entre os perfis de expressdo génica de espermatozoides
de casais que obtiveram sucesso na inseminacdo intra-uterina quando comparados a casais
que n&o obtiveram éxito no procedimento (GARCIA-HERRERO et al, 2010). Diante disso, é
possivel que os espermatozoides proporcionem RNAs funcionais ao odécito durante a
fertilizacdo, bem como para o desenvolvimento embrionario (KRAWETZ, 2005; KRAWETZ
etal, 2011; JODAR et al., 2013).

Gragas a evolugéo da biologia molecular e com o advento do sequenciamento de nova
geracdo (NGS), que propicia mensurar os efeitos provocados pela doenca na expresséo de
diversos genes simultaneamente, vem se tornando possivel a investigacdo de alteracdes
genbmicas e permitindo analisar a expressao diferencial nas mais diversas condicdes
patoldgicas (SHENDURE, 2008; COSTA et al., 2013). Como a pesquisa em expressao génica
se dedica a compreender a forma como, quando e quanto os genes, contidos no DNA, sdo
expressos ao longo de seu desenvolvimento e como respondem aos mais variados tipos de
estimulos de estresse, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa
(do inglés: quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction, RTgPCR) é
considerada padrdo ouro para tal abordagem. Isto se deve a sua capacidade de identificar a
presenca de RNAs especificos de um gene, além da sua quantificacdo, possibilitando o estudo
da expressdo diferencial, ou seja, nos permite compreender como o perfil de expressdo de um
determinado organismo é modificado quando submetido a uma determinada condicdo.
Trazendo assim, grande contribuicdo para o entendimento como a alteracdo do perfil de
expressdao de genes impacta na qualidade seminal, bem como na fertilidade de homens com
varicocele. Desse modo, conhecer os mecanismos genéticos envolvidos na varicocele sdo de
grande importancia para uma melhor compreensdo da doenca e das causas de infertilidade
nesses pacientes, especialmente para sua prevengdo e tratamento adequados (SANTANA et
al., 2017).
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1.4 JUSTIFICATIVA

A manutencdo do perfil de expressdo génica em espermatozoides é essencial para a
espermatogénese, funcdo espermaética, fertilizacdo, viabilidade e desenvolvimento
embrionario. As alteragfes no microambiente testicular, associadas a elevacao da temperatura
e estresse oxidativo gerados pela varicocele, podem conduzir a modificacdo da expressao
génica e impactar diretamente nesses mecanismos. Desse modo, identificar a transcricdo de
genes importantes para a qualidade seminal, além de buscar novos marcadores genéticos, se
tornam essenciais para uma melhor compreensdo da doenca e das causas de infertilidade
nesses pacientes. Assim, contribuindo para um diagnostico e prognostico mais completo e

assertivo acerca da varicocele.

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os genes diferencialmente expressos em homens com varicocele utilizando

dados de sequenciamento de RNA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a qualidade seminal e a taxa de fragmentacdo do DNA em homens com varicocele
comparados a homens férteis.

e Analisar os resultados prévios do RNA-seq por bioinformatica e selecdo dos principais
genes diferencialmente expressos em varicocele.

e Analisar as assinaturas moleculares apds enriquecimento in silico por meio das
informacdes disponiveis nos bancos de dados genéticos e bioldgicos.

e Auvaliar a expressdo dos genes diferencialmente expressos por RT-gPCR em amostras
provenientes de pacientes com varicocele.

e Correlacionar o perfil diferencial de expressdo dos genes achados com as alteragdes

seminais encontradas em pacientes com varicocele.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONTEXTO

O presente trabalho teve inicio a partir dos resultados obtidos do sequenciamento de
RNA de uma pesquisa prévia realizada pelo grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra.
Rosana Maria dos Reis, do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. O estudo da doutora Viviane Paiva
Santana, incluiu amostras de sémen de homens com varicocele (n=6) e férteis sem a doenca
(n=3). A guantificacdo do numero de transcritos foi realizada através do sequenciamento de
RNA em larga escala (RNA-seq), utilizando o TruSeq SBS kit v5 (Illumina, EUA) em
equipamento Illumina Genome Analyzer IIx (Illumina, EUA). Um total de 50.302 anotacdes
foram destacadas pelo sequenciamento, as quais foram analisadas por bioinformatica, com o

objetivo de encontrar os principais genes diferencialmente expressos em varicocele.

3.2 DESENHO DO ESTUDO

Estudo prospectivo do tipo caso controle, sendo um grupo de estudo formado por

homens com varicocele e 0 outro por homens férteis sem a doenca.

3.3 PARTICIPANTES

Foram convidados para participar da pesquisa como voluntarios homens sem distin¢ao
de raca ou classe social, com idade entre 18 e 40 anos. Esses voluntarios foram recrutados nos
servicos assisténcias da Divisdo de Urologia do Departamento de Cirurgia e Anatomia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, sob responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Augusto
Fernandes Molina. Somente foram incluidos os homens que aceitaram participar da pesquisa
apos entrevista e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e que
conseguiram coletar o sémen no dia previamente agendado. Para o grupo de estudo, foram
convidados homens que apresentaram o quadro de varicocele nos graus 1, 2 e 3, diagnosticada
por palpacdo, independentemente de sua qualidade seminal. No grupo controle foram
incluidos homens férteis sem varicocele, com pelo menos dois filhos, sendo 0 mais hovo com
até dois anos de idade (EAU GUIDELINES, 2018). Em todos os grupos foram excluidos
pacientes que possuiam histérico de tabagismo, uso de alcool ou consumo de drogas,
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varicocelectomia prévia, portadores de sindromes genéticas, traumas testiculares, suspeita de
infeccdes urogenitais, cancer endocrinopatias, ou qualquer tratamento que poderia influenciar

nas fungdes testiculares, interferindo nos resultados.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS DE SEMEN E ESPERMOGRAMA

Para a coleta de sémen, o paciente foi orientado a ficar em abstinéncia sexual por dois
a cinco dias. A coleta foi realizada uma Unica vez no Centro de Reproducdo Humana, do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto em frasco coletor plastico, estéril e de boca larga,
mediante masturbacdo e realizada em uma sala apropriada. Em seguida, a analise do
espermograma foi efetuada de acordo com o protocolo adotado segundo Bjorndahl et al
(2016), com a utilizacdo de materiais estéreis e descartaveis, e aplicacdo dos valores de
referéncia indicados pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (WHO, 2010).

A amostra passou pela analise macroscopica realizada em cabine de seguranca
biolégica. O frasco coletor foi colocado sobre placa aquecida a 37°C para liquefacdo, de
forma a ser verificado o tempo de liquefacdo, aspecto, cor, volume, viscosidade e pH do
sémen. Em seguida, a amostra passou pela analise microscépica realizada em microscépio
optico. A concentracdo dos espermatozoides foi verificada em camara Makler. A motilidade
foi avaliada de acordo com o nivel de progressdo dos espermatozoides, sendo 0S mesmos
classificados como progressivos, ndo progressivos e imoveis. A vitalidade foi feita através da
coloracdo de uma aliquota do sémen com corante eosina, com contagem de 100
espermatozoides. A morfologia foi determinada por meio de um esfregaco de sémen em
lamina tratada com corante Papanicolaou, onde os espermatozoides foram classificados de
acordo com as anormalidades presentes na cabeca, peca, cauda e associagdo de mais de uma
estrutura. O critério de avaliagdo morfologica de espermatozoides considerados normais

seguiu as referéncias estipuladas pelo manual da OMS (WHO 2010).

3.4 ANALISE DA FRAGMENTACAO DE DNA

A fragmentacdo de DNA espermaético foi mensurada através da técnica de dispersao de
cromatina, utilizando o kit Halosperm G2 (Halotech DNA, Espanha), segundo as instruc¢oes
do fabricante. Brevemente, a amostra de sémen foi transferida para uma lamina contendo
agarose. Foi adicionada solucdo acida para desnaturacdo sobre a amostra, e, posteriormente,

solugdo de lise, ambas pertencentes ao kit. As I[dminas foram lavadas com agua destilada, e
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entdo desidratas com uma sequéncia de banhos em etanol 70% e 100%. Foram adicionados 0s
corantes Eosina e Azure B, para a leitura em microscopio com contraste de fase. Foram
avaliados aproximadamente 300 espermatozoides e a porcentagem de fragmentagdo dos
espermatozoides foi calculada de acordo com os valores de referéncias dados pela bula do

fabricante.

3.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE ESPERMATOZOIDES

Para as analises de expressao génica, 0s espermatozoides foram separados a partir da
técnica de gradiente descontinuo de densidade, utilizando ISolate 40% e 80% (Irvine
Scientific). O pellet contendo os espermatozoides foi ressuspendido em PBS (Phosphate
Buffered., 1x) e armazenado em nitrogénio liquido até o uso.

3.6 ISOLAMENTO DO RNA

As moléculas de RNA provenientes do sémen foram isoladas utilizando o MasterPure
Complete RNA Purification Kit (Epicentre - Illumina company), seguindo os protocolos
indicados pelo fabricante. A concentracdo de cada amostra de RNA foi obtida através da
quantificacdo por espectrofotdbmetro NanoDrop 2000C (Thermo Scientific) e a integridade foi

verificada através de eletroforese em gel de agarose 1,2%.

3.7 ANALISE IN SILICO

Os dados gerados a partir do sequenciamento foram analisados utilizando a linguagem
de programacédo R, através do pacote do Bioconductor DESeq2 (Love et al., 2014). Para a
determinacdo dos genes diferencialmente expressos fora utilizado os filtros de p<0.05 e
modulo de logFC > 1.5 (JlogFC| > 1.5). O enriquecimento funcional foi realizado através do
pacote clusterProfiler, o qual proporcionou a identificacdo de vias relacionadas ao Gene
Ontology (processos biologicos, fungdes moleculares e componentes celulares) e a base de
dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Para pesquisa individual dos
genes foi utilizado o banco de dados GeneCards, com o comando UniProtKB/Swiss-Prot. O
levantamento bibliografico foi feito por meio da base de dados do PubMed, utilizando as
sequintes palavras chaves: EHMT2, HDAC2, PLP2, SPINT3, infertilidade, varicocele,

qualidade seminal, expressdo génica, fertilidade masculina.



24

3.8 CRITERIOS DE SELECAO DOS GENES ALVOS

Para que um gene fosse selecionado como alvo para o estudo da expressdo génica por
RT-gPCR, o mesmo deveria se encaixar nos seguintes critérios: Nivel de expressdao do gene,

interacéo e co-expressdo génica, vias e fungdes associadas a varicocele.

3.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR

No presente estudo, foi realizada a analise de expressdo diferencial dos genes
selecionados, por meio de RT-gPCR. Essa andlise foi realizada nas amostras individuais de
cada paciente, com as aliquotas que foram previamente separadas. Para a avaliacdo dos genes
alvos foram selecionadas amostras de pacientes com varicocele grau 1, 2 e 3, e pacientes do
grupo controle fértil. Brevemente, 0 RNA extraido foi transcrito reversamente usando o High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA) segundo as instrugdes
do fabricante. A concentracdo de cDNA utilizada na amplificacdo de cada gene foram obtidas
através da quantificacdo por espectrofotémetro NanoDrop 2000C (Thermo Scientific). Para a
analise de expressdo génica foram utilizados SuL. de Power™ SYBR™ Green Master Mix
(Applied Biosystems), 0,2uL Fw, 0,2 Rv, 2uL do cDNA da amostra na concentracéo de 25ng
e 2,6uL de Ultra Pure Walter (Sigma) em microplaca de 96 pocgos. A reacéo foi realizada em
40 ciclos, com 50°C 20 segundos; 95°C 10 minutos; 95°C 15 segundos; 60°C 1 minuto; curva
de melt a 95°C 15 segundos; 60°C 1 minuto; 95°C 30 segundos; 60°C 15 segundos.
Utilizando o aparelho ABI Prisma 7500 FAST (Applied Biosystems) com primers
previamente desenhados (Tabela 1). Foram testadas as eficiéncias dos primers na reacao
através da curva de amplificacdo em pool de amostra nas concentra¢cdes de 200, 100, 50,
25,12,5, 6,25ng. Foi utilizada uma curva de RNA diluida de forma seriada nas concentragdes
de 108 a 10? copias/reacdo, sendo posteriormente aplicadas na placa em triplicatas. Como
gene referéncia foi utilizado o gene ACTB. O nivel de expressdo para os genes analisados foi
calculado para cada amostra de acordo com o método de 2-AACT, descrito por Livak e
Scmittgen (2001).
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Tabela 1. Desenho dos primers utilizados para a anélise da expressdo génica.

Gene Sequencia 5°-3’ RefSeq
(pb)
ACTB CAACCCCACCTCACCCCT 90 NM_001092.1.001101.3
CTCGCTCGCTCTTCCCTG
PLP2 ACCTCCATTGTTGTCCTTGTTG 95  NM_002659.1. 002668.2
CCCTTCGCTCTGTGCTTCA
SPINT3 GCCTCTCTCTCGTTTCTCCTG 213 NM_006652
GTTGTTGCTGTTGCCTCCG
EHMT2 CGGCTACAGCTCTACCGAAC 104 NM_025256.7:22-3552
GAGATCAGCTCCCCGACATA
HDAC2 CTGTTAATTGGGCTGGAGGA 94  NM_001527.4.241.170.7
AATTCAAGGATGGCAAGCAC

(pb) pares de base; (RefSeq) Sequéncia referéncia.

3.10 CALCULO AMOSTRAL

Foi realizado o levantamento da literatura para o célculo amostral (JODAR et al.,
2012; LIU et al., 2018). Considerando uma diferenca entre as médias de 0.6 e um desvio
padrdo de 0.73, foram necessarios 25 pacientes em cada grupo, assumindo um poder de 80% e
nivel de significancia de 5%. O célculo do tamanho da amostra foi realizado no programa
SAS versdao 9.4, considerando o procedimento PROC POWER.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

As médias e desvio padrdo foram calculados para todas as varidveis investigadas. As
analises de fragmentacdo do DNA e a expressdo genica foram comparadas utilizando o teste t
de Student para amostras independentes. Foi verificado a distribuicdo dos dados em cada
grupo através de graficos de normalidade. Caso os dados ndo tivessem distribuicao
normalmente, foi aplicado o teste ndo-paramétrico Mann-Whitney para comparar a
distribuicdo das variaveis quantitativas entre grupos independentes. Para comparacdo das
porcentagens de expressdo dos genes de interesse entre os grupos amostrais foi realizado o
teste exato de Fisher e a correlacdo entre as variaveis de interesse foram investigadas
utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman. Todas as andlises foram conduzidas
utilizando o programa SAS® 9.0 (SAS Institute Inc., North Carolina University, NC, USA),

com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 SELECAO E CARACTERIZAGAO DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

Foram convidados a participar da pesquisa um total de 389 homens, sendo 279 do
grupo controle (72%) e 110 do grupo varicocele (28%). Dentre eles, 339 nao foram incluidos
(87%) por ndo se adequarem aos critérios de inclusdo e exclusdo, ou por ndo aceitarem
participar do estudo. Um total de 50 homens (13%) foram incluidos na pesquisa, assim foram
coletadas amostras de 25 pacientes ferteis sem a doenca, com pelos dois filhos sendo 0 mais
novo com até dois anos de idade. No grupo varicocele foram coletadas amostras de 25
pacientes divididos por grau da doenca, sendo,1 grau | (4%), 8 graus Il (28%) e 17 grau Ill
(68%) (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma demonstrando a distribuicdo dos participantes da pesquisa.
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As caracteristicas clinicas dos participantes, como grupo, indice de massa corporal
(IMC), e as caracteristicas da varicocele, como lado e grau da doenca, estdo apresentados na
tabela 2.



Tabela 2. Grupo, grau e lado da varicocele, IMC e fertilidade dos pacientes do estudo.

Paciente Grupo  Grau/ IMC  Filhos
Lado (kg/m2)
1 \% | 33,57 Sim
Esquerdo
2 \% I 26,03 Néo
Esquerdo
3 \% 1 23,72 Néo
Esquerdo
4 \% 1 27,73 Sim
Esquerdo
5 \% I 25,59 Néo
Esquerdo
/1
Direito
6 \Y% | 25,62 -
Esquerdo
7 \Y% | 25,48 Né&o
Esquerdo
8 \% I 31,71 Sim
Esquerdo
/1
Esquerdo
9 \% 1l 18,81 Néo
Esquerdo
10 \% i 22,86 Sim
Esquerdo
11 Vv 1l 24,90 Né&o
Esquerdo
12 Vv 1l 28,46 Né&o
Esquerdo
13 Vv 1l 25,06 Né&o
Esquerdo
Al
Direito
14 \% 1l 28,35 Sim
Bilateral
15 Vv 1l 33,24 Né&o
Esquerdo
16 \Y 1l 26,04 -
Esquerdo
17 \Y 1l 23,84 Sim
Esquerdo
18 \% i 24,10 Nédo
Esquerdo
/1
Direito
19 \% i 23,14 -
Esquerdo
20 \Y 1l 31,83 N&o
Esquerdo
/1
Direito
21 \% i 27,40 Né&o
Esquerdo
22 vV 1l 17,96 Néo

27
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Esquerdo
Al
Direito

23 \Y 1l 20,24 Nao

Bilateral
24 \Y 1l 28,72 Sim

Esquerdo
25 \Y 1l 26,12 Sim

Esquerdo
26 F ausente 29,41 Sim
27 F ausente 25,26 Sim
28 F ausente 30,80 Sim
29 F ausente 25,56 Sim
30 F ausente 28,08 Sim
31 F ausente - Sim
32 F ausente 23,15 Sim
33 F ausente 24,02 Sim
34 F ausente - Sim
35 F ausente 26,15 Sim
36 F ausente 27,28 Sim
37 F ausente 28,40 Sim
38 F ausente 24,78 Sim
39 F ausente 20,52 Sim
40 F ausente 25,71 Sim
41 F ausente 21,62 Sim
42 F ausente - Sim
43 F ausente 26,85 Sim
44 F ausente 26,62 Sim
45 F ausente 22,64 Sim
46 F ausente 24,57 Sim
47 F ausente 30,30 Sim
48 F ausente 27,68 Sim
49 F ausente 25,10 Sim
50 F ausente 20,96 Sim

Grupo V: pacientes com varicocele; Grupo |: pacientes inférteis; Grupo F: pacientes férteis; IMC: indice de
massa corporea.

Foi observado um aumento de espermatozoides com alteracdes morfologicas (p =
0,0018) no grupo varicocele quando comparado ao grupo controle (Tabela 3). Nao foi
constatada diferenca em relagdo a fragmentacdo de DNA espermatico entre 0S grupos.
Quando foi realizada analise das variaveis propostas separando os individuos de acordo com o
grau da doenca, ndo foram observadas diferengas estatisticas, de forma que a varicocele

afetou a qualidade seminal independente da sua classificagéo clinica (Tabela 4).
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Tabela 3. Pardmetros seminais e fragmentacdo do DNA de pacientes com e sem varicocele.

Variavel Varicocele Controle p
Volume (mL) 2,70 = 322+ 00,1333
1,42 1.22
pH 8,74 + 8,58+  0,3039
0,46 0.26
Concentracao 32,16 = 83,59+ 0,0004
(x108mL) 34,73 63.83

Concentracao 87,02 = 272,78 £ 10,0002
Total (x10° 110,67 243.90

mL)
Progressivos 31,94 32,71+ 0,9927
(%) 14,90 12.60
Néo 33,62 36,38+ 0,5706
progressivos 15,53 10.84
(%)
Iméveis (%0) 38,24 30,90+ 0,4806
19,15 6.64
Vitalidade 73,46 £ 85,71+ 10,0285
(%) 22,88 4.29
Morfologia 2,28+ 405+ 0,0018
(%) 2,08 2,14
FDE (%) 28,23 £ 30,11+ 0,1970
15,19 6,62

Valores em média * desvio padrdo. FDE: fragmentacdo do DNA espermaético. Significancia (p<0,05).

Tabela 4. Parametros seminais e fragmentacdo do DNA do grupo de homens com varicocele, subdivididos de
acordo com o grau da doenca.

Variavel Grau 2 Grau 3 p
Volume (mL) 2,62+1,18 2,79+ 1,69 0,9898
Ph 8,55+ 0,47 8,54 £ 0,50 0,8129
Concentragéo (x108 mL) 48,01 + 50,82 19,35+ 17,95 0,5154
Concentracéo Total (x10° mL) 115,95 + 143,29 66,11 + 101,88 0,4965
Progressivos (%0) 32,09 £ 13,13 32,08 + 13,84 0,9949
N&o progressivos (%0) 34,71+ 9,93 37,86+ 7,24 0,2949
Iméveis (%0) 32,86 + 14,21 35,00 + 15,81 0,2987
Vitalidade (%) 76,78 + 19,81 75,50 £ 22,31 0,5315
Morfologia (%) 2,36 +£2,34 1,67 + 0,98 0,7052
FDE (%) 26,18 +£ 11,46 31,55+ 19,10 0,7491

Valores em média * desvio padrdo. FDE: fragmentacdo do DNA espermatico. Significancia (p<0,05)

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR BIOINFORMATICA

Os dados brutos provenientes do sequenciamento de RNA, foram analisados e
minerados por andlises de bioinformatica. Inicialmente foram encontrados um total de 494
genes diferencialmente expressos entre homens com varicocele e férteis sem a doenca
(Apéndice 1). Desses, 94 genes (19%) estavam up-regulated e 400 genes (81%) estavam

down-regulated em varicocele (Figura 2 e 3). Do numero total de genes, 368 eram
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codificadores de proteinas (74%), 46 INCRNAs (9%), 43 pseudogenes (8%), 6 miRNA (1%),

31 pertencentes a outras classes (6%).

Figura 2. Volcano plot dos genes diferencialmente expressos entre os grupos fértil e varicocele.
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As cores azuis e vermelho mostram a relacdo entre a diminuicdo e o aumento da expressao de

genes no grupo fértil em relagdo ao grupo varicocele.
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Figura 3: Heatmap dos 494 genes diferencialmente expressos entre homens com varicocele e férteis sem a
doenca.

zscore
2

2

F= Fértil V=Varicocele Zscore= Nivel de expresséo do gene, sendo 2 mais expresso e -2 menos expresso.

Os 494 genes foram filtrados novamente a fim de descobrir os genes com maior e
menor grau de expressdo, bem como de suas caracteristicas. Foram considerados genes
diferencialmente expressos aqueles com valor de p<0,05. Foram montados agrupamentos
hierarquicos, baseados nos niveis de expressdo génica de acordo com o p-valor ajustado de
0,05 e logFC de 1,5. Desse modo, os genes foram separados nos 10 mais up-regulated, 10
menos down-regulated e de acordo com suas classes (Tabelas 5 e 6). Nos 10 genes up-
regulated, foram encontrados 6 genes codificadores de proteinas, 3 lincRNA e 1 pseudogene.
Ja nos 10 genes down-regulated foram achados apenas genes codificadores de proteinas. O
objetivo dessa ultima analise foi de minerar os genes com maior percentual de alteracdo em
seu perfil de expressao, bem como excluir outros tipos de RNAs ndo codantes. Assim, foram
selecionados 6 potenciais genes no grupo dos up-regulated e 10 no grupo dos down-
regulated, para serem pesquisados nas analises de enriquecimento de vias e funcdes, além da

analise de coexpressao.



Tabela 5. Top 10 genes mais expressos em varicocele.
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Colocacéo Nome do Tipo do gene log2FoldChange Valor de
gene p

10 RP11- lincRNA 5.5893 0.0316
229P13.5

20 RP11- protein_coding 5.0054 0.0013
29402.2

3° SPINT3 protein_coding 4.9450 0.0325

40 RGS7BP protein_coding 4.2416 0.0161

50 RP11- processed_pseudogene 4.1359 0.0246
274B21.4

6° ZNF792 protein_coding 4.0940 0.0207

7° RP11- lincRNA 3.9954 0.0205
304L19.5

8° PLP2 protein_coding 3.8533 0.0200

90 PEMT protein_coding 3.7982 0.0323

10° RP11- lincRNA 3.7238 0.0460
452C8.1

Tabela 6. Top 10 genes menos expressos em varicocele.

Colocagdo  Nome do Tipo dogene Log2FoldChange Valor
gene dep
1° MED21 protein_coding -1.9540 0.04726
2° RFX3 protein_coding -1.9419 0.04115
3° HDAC2 protein_coding -1.9319 0.04528
4° YY1AP1 protein_coding -1.8975 0.04631
5° SCMH1 protein_coding -1.8908 0.04155
6° MLXIP protein_coding -1.8774 0.04981
7° YPEL1 protein_coding -1.8578 0.04882
8° AKAPSL protein_coding -1.7790 0.04601
9° ALKBH7 protein_coding -1.7664 0.04918
10° MAPKAPK2 protein_coding -1.7350 0.04621

4.3 AGRUPAMENTO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR ANALISE
DE INTERACAO E CO-EXPRESSAO GENICA

Nessa etapa, 0s 494 genes diferencialmente expressos foram analisados por interagéo e

co-expressdo génica e posteriormente enriquecidos no Gene Ontology. Assim, foram

formados 9 mddulos (Tabela 7), os quais agrupavam 0S genes que eram CO-eXpressos e

apresentavam processos bioldgicos e moleculares relacionados. Os genes Hubs, que sdo

aqueles que apresentam maior nimero de ligacGes gene a gene, também foram agrupados,

devido ao fato de os mesmos serem considerados genes chaves de vias e por apresentarem

grande importancia biologica.



Tabela 7. Modulos de co-expressédo e similaridade de fungdo.

Moédulo Total

de
genes

Genes
Hubs

Processos bioldgicos e
moleculares (GO)

10

20

30

40

50

60

70

80

90

357

53

43

16

13

14

15

10

Regulacéo da divisao
nuclear e fissdo de
organelas.
Processo metabdlico de
RNA, biogénese do
ribossomo e constituinte
estrutural do ribossomo.
Regulacao de fatores pro
inflamatorios e regulacédo de
fatores transcricionais.
Centro germinativo de
células B.

Ligacéo de quimiocinas,
fuséo de mieloblasto e
formacdo de sincicio.
Ativacédo da
acetilgalactosamiltrasnferase
e galactosiltransferase,
biossintese de
oligossacarideos.
Diferenciagdo de células B
maduras, regulacdo da
diferenciacéo de células
dendriticas e complexo de
transporte de Golgi.
Transporte de
ribonucleoproteinas,
regulagdo de glicoquinases e
resposta a ions de magnésio.
modifica¢do de proteinas
pos-traducao e metabolismo
de lipopolissacarideo.

(Genes hubs): Genes de vias chaves. (Go) Gene ontology.

4.4 SELECAO DOS GENES DONW REGULATED
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Com a analise dos 9 modulos, verificamos que no modulo 1 (figura 4) foram

encontrados um total de 357 genes (72%), sendo 13 genes hubs (4%), os quais foram

enriquecidos e apresentaram funcdes bioldgicas relacionadas a regulagdo da divisdo nuclear e

participacdo no processao de divisdo de organelas. Esse modulo apresentou 0 maior nimero

de genes diferencialmente expressos, porem quando esses genes foram correlacionados com o

grupo dos 10 genes mais up regulated e down regulated, nenhum dos 357 genes foram

encontrados nesse grupo. Contudo, um gene Hub em particular, 0 EHMT2 (Euchromatic

Histone Lysine Methyltransferase 2) ou (G9a) quando analisado na data base da GeneCards,

com o comando UniProtKB/Swiss-Prot Function, o qual confere as funcdes moleculares de
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genes especificos individualmente, mostrou que o gene participa de processos relacionados ao
recrutamento de reguladores epigenéticos adicionais e na repressdo da transcricdo. Desse
modo, foram feitas buscas no PubMed, com o intuito de analisar estudos que
correlacionassem o gene a regulacdo epigenética na fertilidade. Os resultados mostraram que
uma delecdo no gene EHMT2 pode induzir a uma perda acentuada nas células germinativas, e
como consequéncia levar a uma diminuicdo da fertilidade. Tais caracteristicas influenciaram
para a escolha do EHMT2 como gene down regulated alvo para o estudo da expresséo genica.
O modulo 2 (Figura 5) apresentou um total de 53 genes (11%), sendo 14 genes hubs (26%)
que participam do processo metabdlico de RNA, constituem estruturalmente os ribossomos e
participam da biogénese dos mesmos. Nenhum dos 53 genes desse grupo pertenciam aos top
10 genes. O modulo 3 (figura 6) apresentou 43 genes (9%), sendo 15 genes hubs (35%), que
tem como principais processos a regulacdo de fatores pré-inflamatdrios e transcricionais. Ao
correlacionarmos os 43 genes com os 10 genes mais up regulated e down regulated,
encontramos 0 gene HDAC2 (Histone Deacetylase 2), nimero 3 entre 0s 10 menos expressos,
além de apresentar um grande nimero de ligacGes com outros genes, sendo considerado um
gene Hub. N&o obstante, o gene HDAC?2 foi pesquisado individualmente na banco de dados
da GeneCards, da mesma forma que o gene escolhido anteriormente. Desse modo,
verificamos que o gene tem importante funcdo na regulacdo transcricional, progressdo do
ciclo celular e eventos do desenvolvimento. Por fim ndo existindo nenhum outro gene menos
expresso com tal importancia nos demais modulos, o gene HDAC?2 foi selecionado como o
segundo gene down regulated para o estudo da expressao génica.



Figura 4: Rede de co-expressdo e interacdo genica do médulo 1.
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Figura 5: Rede de co-expressao e interacao genica do médulo 2.
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Figura 6: Rede de co-expressao e interacdo genica do médulo 3.
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.4 SELECAO DOS GENES UP REGULATED

Com o achado dos 2 genes down regulated, considerados de maior importancia para o
estudo, restaram a selecdo dos 2 genes up regulated. Entretanto, nessa etapa as buscas se
resumiram aos 6 modulos restantes, visto que nos 3 médulos anteriores nenhum dos genes em
potencial eram up regulated. O mddulo 4 (figura 7) apresentou um total de 16 genes (3%),
sendo 10 genes hubs (2%) que apresentaram funcdes bioldgicas e moleculares relacionadas
aos centros germinativos de células B, os quais sdo responsaveis pela geracdo de células de
memoria. N&o obstante, dos 16 genes, 9 deles (56%) eram ndo codificantes de proteinas e dos
7 restantes apenas 1 (6%) era up regulated e que ndo pertencia ao top 10 genes up regulated,
ndo apresentando fungdes que pudessem ser relacionadas a fertilidade masculina, quando
pesquisado individualmente em outras bases de dados. Os demais 5 modulos, juntos
apresentaram um total de 23 genes (5%), dos quais 12 eram hubs. Dentre as principais
funcdes bioldgicas e moleculares observadas nesses moédulos, foram destacadas as seguintes:
Ligacdo de quimiocinas, fusdo de mieloblasto e formacéo de sincicio para o mddulo 5;
ativacdo da acetilgalactosamiltrasnferase e galactosiltransferase,  biossintese  de
oligossacarideos para o modulo 6; diferenciacdo de células B maduras, regulacdo da
diferenciacdo de células dendriticas e complexo de transporte de Golgi para o médulo 7,
transporte de ribonucleoproteinas, regulacdo de glicoquinases e resposta a ions de magnésio
para 0 médulo 8; modificacdo de proteinas pds-traducao e metabolismo de lipopolissacarideo
para 0 modulo 9. Dentre os 5 mddulos restantes e diante de tais caracteristicas, foram
identificados dois genes up regulated, pertencentes ao top 10 genes mais expressos, sendo
assim, de grande interesse para o estudo. Os genes SPINT3 (serine peptidase inhibitor, Kunitz
type 3) e PLP2 (Proteolipid Protein 2), que expressao proteinas que participam do processo de
coagulagdo seminal e que codificam proteinas multiméricas que funcionam como canais
ibnicos respectivamente. Por fim, com a selecdo dos 4 genes de maior interesse para o estudo,

foram sucedidas as analises da expressdo génica por RT-qPCR.
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Figura 7: Rede de co-expressao e interacdo génica do médulo 4.
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Figura 8: Rede de co-expressao e interagdo génica do modulo 5.
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4.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR.

Os resultados da andlise da expressdo génica por RT-qgPCR mostraram inicialmente
uma fragilidade nos genes SPINT3 e EHMT2, de modo que ambos 0s genes tiveram que ser
excluidos do estudo, restando apenas os genes HDAC2 e PLP2. Essa fragilidade estava
relacionada a amplificacdo dos mesmos, devido a utilizacdo de primers que ndo apresentam a
especificidade desejada somada ao esgotamento das amostras destinadas para ambos os genes.
Na andlise da expressdo dos demais genes, observamos que a média da quantificacdo relativa
(QR) do gene HDAC?2 foi de 0,542 para o grupo varicocele, contra 1,506 no grupo controle,
mostrando uma diminuicdo da expressdo do gene no grupo varicocele (Grafico 1). O gene
PLP2 também apresentou uma diminuicdo de sua expressdo quando os grupos foram
comparados. Desse modo, no grupo varicocele observamos uma QR de 0,227 e de 0,739 no
grupo controle (Grafico 2).

Gréfico 1: Comparacao do nivel de expressdo do gene HDAC2 entre os grupos de estudo e controle (p=0,0020),
QR/HDAC2= Frequéncia relativa.
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Gréfico 2: Comparacédo do nivel de expressdo do gene PLP2 entre os grupos de estudo e controle (p=0,0032),
QR/PLP2= Frequéncia relativa

o p=0,0032
©
o
oN
o
&
el
= 0@
d (=]
o
°O
o
o~
- o
o o
o
%o
o o
o o
2 0—00
o o
o - g 00& o®
T T
controle varico
Grupo

4.6 ANALISE DA CORRELACAO DAS VARIAVEIS DO ESPERMOGRAMA COM 0S
RESULTADOS DA EXPRESSAO GENICA.,

Os resultados obtidos através da andlise de expressdo génica, foram correlacionados
com as variaveis encontradas no espermograma dos 50 pacientes pertencentes ao estudo.
Nossos resultados mostraram uma fraca correlagdo negativa, entre o gene HDAC2 (p =-
0,464) e a variavel concentracdo. A mesma variavel analisada ndo apresentou estatistica
significativa para o gene PLP2, o qual obtivemos um valor de p=0,324. No caso da viavel
morfologia, os resultados mostraram uma correlacdo positiva moderada, tanto para o gene
HDAC2 (p=0,601), quando para o gene PLP2 (p=0,507) (Tabela 8). Nao foram observadas

correlagdes entre as demais variaveis analisadas em nosso trabalho.
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Tabela 8: Correlacédo entre as varidveis espermaticas e expressao génica.

QR QR HDAC2
PLP2
Concentracdo. 0.32451  -0.46487
p=0.0296 p=0.0013

n=45 n=45
Concentracdo  0.26478  0.33846
total. p=0.0788 p=0.0230
n=45 n=45

Motilidade 0.25268  0.27399
progressiva.  p=0.0940 p=0.0686

n=45 n=45
Motilidade -0.13250 -0.14079
nao P=0.4029 p=0.3738

progressiva. n=42 n=42
Iméveis. -0.18582  -0.20611
p=0.2387 p=0.1904

n=42 n=42

Vitalidade. 0.15719  0.18669
p=0.3141 p=0.2306
n=43 n=43
Morfologia. 0.50741  0.60194
p=0.0004 p<.0001
n=45 n=45
QR= Quantificacéo relativa.

5 DISCUSSOES

Os resultados mostraram um aumento significativo dos espermatozoides com
morfologia alterada. Esse resultado compactua com o0s achados mais frequentes no
espermograma de homens com varicocele (NAFTULIN et al., 1991; XUE et al., 2012;
KADIOGLU; ALIYEV; CELTIK, 2014). O motivo atrelado a esse aumento pode estar
relacionado a elevacgdo da temperatura escrotal, proporcionado pela regurgitacdo do sangue
abdominal quente por meio de valvulas ndo funcionais, aumento a temperatura escrotal dos
individuos com a doenca em 2,6 C° (GOLDSTEIN; EID, 1989; GAROLLA et al., 2015).
Esse aumento da temperatura escrotal leva a danos ao DNA e proteinas nucleares
espermaticas, gerando apoptose e resultando em hipotrofia testicular e espermatogénese
alterada (NAUGHTON; NANGIA; AGARWAL, 2001). O presente trabalho conflitua-se
com a literatura ao ndo apresentar um aumento significativo nas taxas de FDE dos individuos
com varicocele. E possivel que o nimero amostral do estudo n&o tenha sido o suficiente para
demonstrar uma estatistica significativa. Entretanto, o aumento das taxas de FDE é bem
caracterizado por outros estudos (SAKKAS; ALVAREZ, 2010; CHO et al., 2016). Diferente
de outros trabalhos que correlacionaram o grau mais elevado da doenga, com a diminui¢ao
progressiva dos pardmetros seminais (LIBMAN et al., 2006; BAAZEEM et al., 2009), os
resultados desse estudo ndo apresentaram estatistica significativa que dessem base para essa

afirmacdo. Talvez fosse necessario padronizar o numero total de individuos coletados por
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grau de varicocele, proporcionando assim uma estatistica mais assertiva para esse tipo de
andlise. Outros estudos na populacéo brasileira, contendo um nimero amostral maior entre 0s
diferentes graus da doenca, podem oferecer uma melhor compreensdo dos efeitos da
progressdo da varicocele, levando em consideracdo a influéncia das caracteristicas genéticas
e ambientais do Brasil nesse processo.

As causas que levam os homens a desenvolverem a varicocele ainda sao controversas,
de forma que a doenca apresenta caracteristicas multifatoriais, as quais sofrem influéncia de
fatores tanto epigenéticos como genético. O entendimento desses mecanismos é de grande
valia para o melhor entendimento da etiologia da doenga (SANTANA et al.,2017;
SANTANA et al., 2020). Com o surgimento das plataformas de sequenciamento de nova
geracdo (NGS), associado as analises de bioinformatica, vislumbramos uma série de
possibilidades de estudos com os mais diversos tipos de aplicacdes, como: na medicina
molecular, na terapia de genes, no desenvolvimento de drogas, na biotecnologia etc. Através
dessas tecnologias é possivel analisar sequéncias de DNA e RNA, relacfes estrutura/funcéo
de proteinas, organizacdo do genoma, regulacao da expressdo génica, interacdo de proteinas,
mecanismos e fungles fisiologicas (MARDIS, 2008). Com o auxilio dessas ferramentas,
nosso estudo utilizou-se de uma série de analises de bioinformatica, com objetivo de minerar
genes que fossem melhores relacionados ndo s6 com a fertilidade masculina, mas com a
varicocele. Assim, conseguimos reduzir o nimero total de anotac@es, antes 50.302, para 0s
494 genes diferencialmente expressos. Mesmo diante dessa reducao significativa no nimero
total, foi necessario estabelecer nossos critérios de sele¢do, pois nosso objetivo inicial era
selecionar apenas 0s principais genes diferencialmente expressos que tivessem alguma
relacdo com vias e funcGes relacionadas a fertilidade masculina, bem como na doengca. Com
o0 auxilio da literatura, vimos que através das andlises de co-expressdo génica e
enriquecimento de vias e fungdes, poderiamos dividir e posterior juntar 0s genes segundo as
suas caracteristicas de interacdo génica (WIREDJA; BEBEK, 2017; YANG et al.,2017).
Assim agrupamos os genes em 9 modulos de similaridade e posteriormente dispomos 0s
mesmos em redes de interacdo e co-expressdo génica. Desse modo, 0s nos representam 0s
genes e as arestas representam as conexdes desse gene, que foram obtidas por meio dos
dados de co-expressdo e interacdo entre os genes. Além dos nos e das arestas, temos 0s genes
hubs, que sdo aqueles que apresentam maior nimero de conexdes, sendo considerados de
grande importancia para a manutengdo da estrutura da rede e consequentemente, apresentam
maior relevancia biolégica. Além disso, foi visto que o aumento da expressao de genes hubs,
estd associado a letalidade do sistema bioldgico estudado, isso se da pela auséncia da
expressao proteinas essenciais para a sobrevivéncia das células (HORVATH; DONG, 2008).

N&o o bastante, foi necessario definir as vias, fun¢Bes biolégicas e moleculares que esses
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genes hubs participavam, bem como relaciona-las com processos envolvidos na patologia da
varicocele e na manutencdo da fertilidade masculina. S6 através de todo esse processo,
somado a busca dos 10 principais genes up regulated e down regulated,, conseguimos cair de
494 genes, para 4 principais genes diferencialmente expressos de maior importancia para o
estudo da expressao génica por RTg-PCR em homens com varicocele.

O gene HDAC?2, selecionado como alvo e validado por RT-gPCR, pertence a familia
das histonas deacetilases, que atuam formando grandes complexos multiproteicos, tendo
como funcdo a deacetilacdo de residuos de lisina nas regides N-terminais das histonas
nucleares H2A, H2B, H3 e H4. Também é responsavel por formar complexos repressores
transcricionais por associacdo com uma gama de outras proteinas, incluindo a YY1, que é
um fator de transcri¢do de zinc finger em mamiferos (CHOUDHARY et al., 2009). Desse
modo, desempenha um papel importante na regulacdo transcricional, na progressdo do ciclo
celular e nos eventos de desenvolvimento (ZUO et al., 2018). Nao obstante, nossos
resultados mostraram uma diminui¢cdo na expressdo do gene HDAC2, podendo assim,
implicar em alteragdes na regulacdo da transcricdo de genes importantes para a
espermatogénese, bem como influenciar no ciclo celular das células em formacdo e
diferenciacdo. Esses dados sugerem que poderiam ocorrer falhas na espermatogénese,
conduzindo assim a uma diminui¢do da concentragdo dos espermatozoides, bem como na
vitalidade e no aumento de espermatozoides com morfologia anormal, evidenciados através
dos resultados do espermograma. Em consonancia com a literatura, o gene HDAC2 € de
extrema importancia para a auto-renovacao e manutencdo de células tronco espermatogoniais
(KOFMAN; HUSZAR; PAYNE, 2013) e uma diminuicdo da expressdo do gene implicaria
na ativacdo da via p53 / p21 (LI et al., 2011). A inibicdo da expressdo do gene HDAC2,
mostrou uma alteracao dréstica durante a diferenciacdo das células germinativas primordiais
(ZUO et al., 2018). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para explicar a relagdo do gene,
com a regulacdo da p53 na fase pré-meidtica bem como no processo de falha na
espermatogénese. Por fim, nossos resultados mostraram que o gene HDAC?2 estava menos
expresso ndo somente nos resultados prévios do sequenciamento de RNA
(log2FoldChange=-1.9319), mas na analise por RTg-PCR também (QR= 0,542).

As redes de interacdo génica nos fornecem uma série de informacdes sobre as
conexdes estabelecidas entre os genes. Assim, verificamos que o gene HDAC?2, apresentou
uma conexdo com o gene EHMT2, o qual também havia sido selecionado como gene down
regulated alvo. Entretanto, foi necessario fazer uma busca sistematica nas bases de dado de
bioinformatica, bem como na literatura para identificar processos bioldgicos e moleculares
em comum. Sé assim foi possivel, correlacionar qual tipo de relacéo fora estabelecida entre

0s genes e de que forma eles poderiam se comunicar.
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Dessa maneira, diferentes do HDAC2 que acetila os residuos de lisina da H3, o gene
EHMT2 (G9a), codifica uma metiltransferase que metila os residuos de lisina da histona H3.
Além disso, aparentemente o gene EHMT2 (G9a), regula o gene HDAC2, pois quando
inibido, promove o relaxamento da cromatina através do eixo HDAC (NAKAKO et
al.,2017). Outra funcdo semelhante entre os dois genes, estd na manutencdo das células
germinativas. Um outro estudo, mas dessa vez utilizando espermatozoides de camundongos,
mostrou através de seus resultados que uma delecdo na linhagem germinativa do gene G9a
conduz a uma perda da H3K9mel durante a profase meiotica, resultando em uma diminuicao
acentuada de células germinativas (LI et al., 2016). Ambos 0s genes, mesmo possuindo
mecanismos diferentes, compartilham fungbes bioldgicas e moleculares bem semelhantes,
tendo como foco as células de linhagem germinativas. Essa correlacdo entre os genes
EHMT2 e HDAC2 ¢é inédita, de modo que os resultados do presente estudo foram
fundamentais para o entendimento desse processo. Além disso, como visto nos resultados, é
possivel que a diminuicdo da expressdo de ambos 0s genes seja ocasionada pelas alteracdes
no microambiente testicular. Essas alteracdes impactariam diretamente nos mecanismos
epigenéticos e genéticos de regulacdo da expressao dos genes EHMT2 e HDAC2. Como
resultado, € possivel associar as perdas nas linhas germinativas, com as falhas na
espermatogénese encontradas nos homens com varicocele. Novos trabalhos com o auxilio de
nossos resultados, podem oferecer uma maior compreensdo da relacdo de ambos 0s genes
com a manutencdo das células de linhagem germinativa no processo da espermatogénese.
Dessa forma, correlacionar os efeitos de uma possivel alteracdo do perfil de expressdo desses
genes, com a diminuicédo da fertilidade dos individuos com varicocele.

Os resultados do sequenciamento de RNA para o gene PLP2 foram conflitantes com
os resultados da expressao génica por RTg-PCR. O gene aparentemente estava up regulated
no grupo de estudo, como visualizado nos resultados do sequenciamento. Contudo, 0s
resultados por RT-gPCR mostraram o inverso, de modo que o gene estava down regulated no
grupo varicocele. As taxas reais de erros do NGS sdo minimas, cerca 0,24 + 0,06% por base
e a porcentagem de sequéncias mutadas foi de 6,4 + 1,24%. E possivel que 0 gene tenha
apresentado algum erro na leitura de alguma sequéncia, ao passo que poderia ser corrigido
através do uso de programas de correcdo de sequéncias. Contudo, seria necessario o
reprocessamento dos dados do sequenciamento, o que demandaria 0 uso de super
computadores, bem como de tempo. Assim, dado as circunstancias atuais impostas pelo
COVID-19, ndo puderam ser realizadas a tempo.

O PLP2 apresenta duas funcfes, sendo elas: codificar proteinas multiméricas que
funcionam como canais i6nicos e regulacdo do ciclo celular (LONGO; LIBRIZZI;
LUPARELLO, 2013; ZIMMERMAN et al., 2012; LEE et al., 2004; ZHU et al., 2015).
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Ainda ndo foram relatados trabalhos que estabelecessem uma ligacdo entre o gene e sua
presenca na membrana plasmatica de espermatozoides, bem como sua participagdo no ciclo
celular dessas células. Entretanto, se nos atemos aos mecanismos e as vias que 0 gene PLP2
participam, podemos estabelecer uma possivel relacdo. Esse gene desempenha um papel
importante na regulacdo positiva da via de sinalizagdo mTOR (SONODA et al.,2010). Como
sabemos, 0 gene mTOR ¢é expresso em células de Sertoli, Leydig e espermatogbnias e tem
como funcdo a regulacdo da proliferacdo e crescimento celular (OLIVEIRA; CHENG;
ALVES, 2017). Ja foi visto que o0 aumento da expressao de mTOR esté ligado a diminuicéo
da concentracdo e motilidade dos espermatozoides, e aumento da FDE em individuos com
varicocele (MAHRAN et al., 2019). Desse modo, como observado nos resultados a
diminuicdo na expressdo de PLP2 pode implicar em alteracGes na regulacdo positiva da via
mTOR, ocasionando assim, um aumento na expressdo de mTOR em individuos com
varicocele. Ndo obstante, a diminui¢do da concentracdo e motilidade dos espermatozoides,
reflexo do aumento da expressdo do gene, também se correlacionam com 0s nossos achados
seminais encontrados no espermograma de individuos com varicocele. Esses achados,
trazem novas perguntas para o gene PLP2, as quais podem melhorar a compreensdo do gene,
bem como de sua relagdo com a regulacdo da via mTOR, que é de suma importancia para o
processo da espermatogénese.

Para a selegéo dos 4 principais genes diferencialmente em varicocele, adotamos uma
série de critérios, como ja relatados anteriormente. Nosso objetivo foi filtrar os resultados
brutos provenientes do sequenciamento de RNA, a fim de identificar os genes que mais se
aproximassem de vias e funcdes relacionadas a varicocele. Nesse sentido, selecionamos o
gene SPINT3, top 3 no ranking dos up regulated que também apresentava outra
particularidade, de ser especificamente expresso no epididimo. De acordo com a base de
dados Gene Antology (GO), o gene apresenta processo bioldgico ligado a regulacdo negativa
da via de sinalizagdo do receptor do fator de crescimento transformador beta. Além de ter
funcdo molecular relacionada a atividade inibidora da endopeptidase do tipo serina
(CLAUSS; LILJA; LUNDWALL, 2005). Em um estudo foi feita uma relacdo de
comparacdo entre os genes WFDC no locus do cromossomo 20g13.1 com 0s genes que
expressam os dominios de Kunitz (SPINTS) por ter uma funcdo semelhante. Os genes WFDC
sdo importantes durante a maturacdo espermatica e na formacéo de proteinas que participam
da coagulagdo seminal, além de serem altamente expressos no epididimo (CLAUSS et al.,
2011). Nao o bastante, foi visto que os genes SPINT3 e o SPINT4 sdo expressos no
epididimo com alta especificidade também, o que sugere um papel na maturacdo dos
espermatozoides (MCCRUDDEN et al., 2008; ROBERTSON et al., 2020). O aumento da

expressdo de SPINT3 pode ser reflexo do aumento da temperatura escrotal, conduzindo
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assim, a um desiquilibrio das proteinas presentes no sémen. J& foi visto em alguns estudos de
protedbmica, utilizando como amostra o plasma seminal de homens com varicocele, a
expressao diferencial de diversas proteinas associadas com o estresse oxidativo e resposta
inflamatéria (SELVAM; AGARWAL; BASKARAN, 2019). Esse desequilibrio pode
influenciar no processo de maturacdo dos espermatozoides dos individuos com a doenca,
implicando assim na formacdo de espermatozoides com alteracGes morfoldgicas. O gene
SPINT3 apresenta mdaltiplos splicings, sendo necessario averiguar a regido comum nas
diferentes variantes, tonando dificil a confec¢do de primers especificos. Além disso, o ciclo
de sintese de um primer de mais de 200 bases apresenta baixissima eficiéncia, de modo que
acreditamos ser um dos fatores limitantes para analise da expressao do gene SPINT3 por RT-
gPCR.

Os genes validados por RT-q PCR, HDAC2 e PLP2 apresentaram uma correlacao
moderada com o aumento dos espermatozoides com morfologia alterada. Entretanto, o
mesmo ndo ocorreu para 0s demais parametros seminais, 0s quais acreditavamos também
que poderiam estar alterados, dado as caracteristicas funcionais dos genes. Julgamos ser
necessario um numero amostral maior do grupo varicocele, inclusive entre os diferentes
graus da doenca. No entanto, a varicocele costuma ser assintomatica, reduzindo assim o
namero de individuos portadores da doenca que procuram atendimento médico. Outro fator é
que grande parte dos individuos que buscam atendimento, restringem-se quase que
exclusivamente ao grau Il da doenca. Isso se deve ao fato dos demais graus quase nao
apresentarem caracteristicas clinicas que facam esses individuos buscarem ajuda médica,
dificultando assim, o entendimento da progressdo da doenca. Dos 25 pacientes com
varicocele coletados para o0 nosso estudo, 68% tinham varicocele grau Ill e apenas 22%
apresentavam os demais graus. Isso impossibilitou que fosse estabelecido uma correlacao
dos efeitos gerados pela alteracdo da expressdao dos genes, com a piora dos parametros
seminais encontrados nos diferentes graus da doenca. Outra limitacdo de nosso estudo esta
associada a dificuldade de se trabalhar com RNAs extraidos de espermatozoides. As
concentraces de RNAs obtidas em geral sdo baixas, o que fez com que um maior volume
das amostras fosse utilizado em nossos experimentos, impossibilitando novos ajustes nos
primers dos genes EHMT2 e SPINT3, devido ao seu esgotamento. Além disso, das 50
amostras analisadas, 5 (10%) foram perdidas durante 0s experimentos por ndo apresentarem
material génico suficientes para amplificacdo dos genes ou por estarem fragmentadas. Por
fim, apresentamos os 4 principais genes diferencialmente expressos em varicocele, sendo 0s
genes HDAC2 e PLP2 validados por RT-gPCR, os quais podem ser utilizados como
potenciais biomarcadores que auxiliem na investigacdo da varicocele, bem como oferecer um

prognostico para os individuos com a doenga.
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6 CONCLUSAO.

Foi evidenciado através das analises de espermograma que homens com varicocele
apresentam um aumento de espermatozoides com morfologia anormal. Os diferentes graus
da doenca ndo foram correlacionados com uma piora dos parametros seminais. Nao foram
encontradas alterac6es nas taxas de fragmentacdo do DNA espermatico.

As analises in silico mostraram que homens com varicocele apresentam um total de
494 genes diferencialmente expressos, quando comparado a individuos férteis sem a doenca.
Cerca de 81% desses genes sdo menos expressos e 19% mais expressos em homens com
varicocele. Além disso, as analises de interacdo e co-expressdao génica, associadas ao
enriquecimento funcional apontaram os genes EHMT2, HDAC2, PLP2 e SPINT3 como 0s
principais genes diferencialmente expressos no sequenciamento de RNA de individuos com
varicocele.

Os genes HDAC2 e PLP2 foram validados por RT-qPCR e seu perfil de expresséo
diferencial, em um primeiro momento, apresentou uma correlacdo moderada com o aumento

dos espermatozoides com morfologia alterada.
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RP11-76K19.1

RP13-580B18.1

CCT6P3

unitary_pseudogene AC105935.1 ENSG00000234948

RP4-723E3.1
protein_coding SMIM1
protein_coding HGH1

ENSG00000235438 transcribed_processed_pseudogene RP11-101P17.5

ENSG00000235501
ENSG00000235687
ENSG00000235863
ENSG00000235944
ENSG00000236532
ENSG00000237036
ENSG00000237136
ENSG00000237899
ENSG00000238009
ENSG00000238098
ENSG00000240972

antisense RP4-639F20.1

transcribed_unprocessed_pseudogene
protein_coding B3GALT4
transcribed_unprocessed pseudogene

lincRNA AL035610.2
antisense ZEB1-AS1
protein_coding  C4orf51
lincRNA RP4-739H11.3
lincRNA RP11-34P13.7

transcribed_unitary_pseudogene
protein_coding MIF

ENSG00000241288 processed_transcript RP11-379B18.5
ENSG00000241472 processed_transcript RP11-204J18.3

ENSG00000241685
ENSG00000242753
ENSG00000242781
ENSG00000242908
ENSG00000243648
ENSG00000243708
antisense

ENSG00000244509
ENSG00000246225
ENSG00000246596
ENSG00000247121
ENSG00000248210
ENSG00000248294
ENSG00000248307
ENSG00000248408

protein_coding ARPC1A

lincRNA RP11-716023.2
lincRNA RP11-47P18.2
antisense RP11-454C18.2

processed_pseudogene
protein_coding
AC007566.10
protein_coding APOBEC3C
antisense RP11-17A1.3
transcribed_unprocessed pseudogene

antisense CTD-2260A17.2
lincRNA RP11-24121.1
lincRNA CTD-2023N9.2
lincRNA RP11-8P17.1
lincRNA RP11-452C8.1

RP11-215P8.1
PLA2G4B ENSG00000244055

RP11-20F24.3

ZNF815P

ABCA17P

RP11-1277A3.2



ENSG00000248491
ENSG00000248746
ENSG00000248771
ENSG00000248905
ENSG00000249715
ENSG00000250159
ENSG00000250420
ENSG00000250506
ENSG00000251183
ENSG00000251432
ENSG00000253816
ENSG00000254587
ENSG00000254840
ENSG00000257943
ENSG00000258131
ENSG00000258368
ENSG00000258704
ENSG00000258754
ENSG00000259116
ENSG00000259469
ENSG00000259736
ENSG00000259905
ENSG00000259917
ENSG00000260220
ENSG00000260230
lincRNA

ENSG00000260260
ENSG00000260510
ENSG00000260760
ENSG00000260777
ENSG00000260780
ENSG00000260916
ENSG00000261008
ENSG00000261621
ENSG00000261879
ENSG00000262246
ENSG00000263731
ENSG00000265688
ENSG00000266957
ENSG00000267767
ENSG00000267796
ENSG00000268364
ENSG00000270025

lincRNA

protein_coding
protein_coding
protein_coding
protein_coding

antisense

transcribed_unprocessed pseudogene

protein_coding
lincRNA
lincRNA

unprocessed_pseudogene

lincRNA

transcribed_unprocessed_pseudogene
transcribed_unitary_pseudogene

lincRNA

unprocessed_pseudogene
transcribed_unitary_pseudogene

lincRNA
antisense

lincRNA
antisense

lincRNA
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RP11-125018.1
ACTN3
RP11-29402.2
FMN1
FERI1L5
RP11-381K20.2
RP11-2114.1
CDK3
AC091962.3
RP11-420A23.1
RP11-1415C14.3
RP11-360K13.1
RP11-574M7.1
RP11-167N24.3
RP11-541G9.1
ZNF970P
RP11-85K15.2
CTD-3049M7.1
RP11-973N13.4
RP11-227D13.4
RP11-387D10.2
PWRN1

unprocessed_pseudogene RP11-1H8.2

protein_coding
protein_coding

lincRNA
antisense
lincRNA
lincRNA
lincRNA
protein_coding
lincRNA
lincRNA
antisense
protein_coding
lincRNA
antisense
antisense
lincRNA
protein_coding
antisense

transcribed_unprocessed pseudogene

CCDC187

FRRS1L ENSG00000260232
RP11-484P15.2
RP11-304L19.5

AC004381.7

RP11-58011.3
CTD-2008P7.1

RP11-580I11.1

CCPG1

AC004158.2

RP11-58011.2

RP11-333E1.1

CORO7

RP11-498C9.15

MAFG-AS1

RP11-49K24.4
CTC-523E23.4

LIN37

RP11-373A9.3

BMS1P7
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ENSG00000270265 lincRNA RP11-731D1.4
ENSG00000272281 transcribed_unprocessed_pseudogene RP11-64P12.3
ENSG00000272980 processed_transcript RP11-517H2.6
ENSG00000274605 lincRNA RP11-12G12.7
ENSG00000275374 unprocessed_pseudogene RP11-346J10.2
ENSG00000275437 sense_intronic RP5-908M14.10 ENSG00000275494
sense_intronic RP11-2661.9.8 ENSG00000275793 protein_coding
RIMBP3
ENSG00000276124 miRNAMIR6855
ENSG00000276318 unprocessed_pseudogene RP11-1157N2 A.1 ENSG00000277072

transcribed_unprocessed_pseudogene AC004166.7 ENSG00000277149
protein_coding TYW1B

ENSG00000277369 lincRNA RP11-486111.2

ENSG00000277661 antisense XXbac-BPG258E24.10

ENSG00000278349 miRNAMIR6754

ENSG00000278709 antisense RP5-1059L7.1

ENSG00000279605 TEC RP11-661A12.8
ENSG00000280623 lincRNA PCAT14

ENSG00000281103 antisense TRG-AS1

ENSG00000283117 lincRNA CTD-2060L22.1
ENSG00000283399 unprocessed pseudogene AC004381.8
ENSG00000283415 lincRNA RP11-413N10.3



ANEXO 1

APROVAGAO DO CEP

a A=
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA oy oy g
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO  eyRp-usP

NIBEIRAD PRETO

Ribeirdio Preto, 22 de julho de 2015

Oficio n® 2563/2015
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

O trabalho intitulado “ANALISE DE TRANSCRIPTOMA EM
ESPERMATOZOIDES DE HOMENS COM VARICOCELE E HOMENS
FERTEIS E INFERTEIS SEM VARICOCELE" — versio 2, de 20/06/2015, foi
analisado “*AD REFERENDUM” pelo Comité de Etica em Pesquisa, € enquadrado na
categoria: APROVADO, bem como o© Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - versio 2, de 19/06/2015, o Biorrepositorio e © Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido para Guarda de Material Biologico — versdo |, de
15/07/2015, de acordo com o Processo HCRP n® 6438/2015.

Entretanto, deve-se aguardar a manifestaciio da CONEP, pois
o projeto sera encaminhado para apreciacio ¢ aprovacio.

De acordo com Carta Circular n® 003/201 1/CONEP/CNS, datada
de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa on seu representante, quando for o caso, deverd
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE —
apondo sua assinatura na ultima do referido Termo: o pesquisador responsdvel
devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na tltima pagina do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizacdo de Boas Priticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolugdo n®
466/12 CNS/MS.

Lembramos gue devem ser apresentados a este CEP, o Relatdrio
Parcial e o Relatorio Final da pesquisa.

Atenciosamente. (
Dg. ;’IA RCIA GUIMARAES VILLANOVA

Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP ¢ da FMRP-USP

Hustrissimas Senhoras

PROF.DR"*.ROSANA MARIA DOS REIS(Orientadora)
VIVIANE PAIVA SANTANA

Depto. de Ginecologia e Obstetricia
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ANEXO 2 PRIMEIRA E ULTIMA PAGINA DE APROVACAO DO CONEP

COMISSAO NACIONAL DE Plaboforma
ETICA EM PESQUISA %‘M

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise de transcriptoma em espermalozoides de homens com varicocela @ homens
férels e infértels sem varicocele

Pesquisador: Rosana Marla dos Fes

Area Temética: Gendtica Humana:
(Trata-se de pesquisa na érea da genética da reprodugdo humana
(reprogenética););
Reprodugio Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodubor, procriagio e fatores que afetamn a sadde reprodutiva de humanos, sendo gue
nessas pesquisas serdo considerados “participantes da pesquisa” todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas)
(Reproducio assigtda;);
[Manipulaco de gametas, pré-embrides, embndes e feto; )
VersBo: 4
CAAE: 44673515.8.0000.5440
Institulgo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribesrdo Preto da USP -

Patrocinador Principal: Financlamento Proprio
DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.318.286

Apresentacio do Projeto:

INTRODUCAD

O termo “varicocele” fol criado por Curing em 1843 e refere-se 4 dilataghes das velas testiculares na porgio
escrotal do plexo pampiniforme gue drena os testiculos, devido & dificuldade do retorno venoso nessa
regifo. A doenga & encontrada em aproximadamente 20% dos adultos e adolescentes. Na maloria das
vezes & assintomatica e, guando hd sintornas, o mals comum & a dor testicular, encontrada em 2 a 10% dos
casos. A vancocele dinica & disgnosticada através de exame fisico. enquanto a subclinica pode apenas ser
observada wia ultressonografia com Doppler. Do ponto de wista clinico, & varcocels & clagsificada em nés
estadios de acordo com o sistema de Dubin & Amedar: grau |, tamanho peguens, apenas palpdvel durante
manobra de Valsalva; grau I, tamanho médio, palpdvel em repouso, @ grad 11, grande, com tamanho visivel
&M repouso. A vanicocele é uma das makores patologlas androkigicas relacionadas com o aumento da
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