-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byﬁ CORE

provided by Repositério Institucional da Universidade de Aveiro

Patricia Isabel Imprinting gendmico na espermatogénese anormal
Ferreira Marques devido a paragem meioética


https://core.ac.uk/display/15561056?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Universidade de Aveiro Departamento de Biologia

2009
Patricia Isabel Imprinting gendmico na espermatogénese anormal
Ferreira Marques devido a paragem meioética

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtengdo do grau de Mestre em Biologia Molecular e
Celular, realizada sob a orientacdo cientifica do Doutor Mario de Sousa,
Professor Catedratico do Departamento de Biologia Celular do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar e da Doutora Maria de Lourdes Pereira,
Professora Associada com agregacdo do Departamento de Biologia da
Universidade de Aveiro.



Dedico este trabalho a todos que adoram “fazer ciéncia”, principalmente aos
que a fazem recebendo somente o prazer de a fazer.



o jari

presidente

Prof2. Doutora Maria Helena Silva
Professora Auxiliar do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro

Prof. Doutor Mario Manuel da Silva Leite de Sousa
Professor Catedratico do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto

Porf2 Doutora Maria de Lourdes Gomes Pereira
Professora Associada com Agregacao do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro

Doutora Ana Isabel Fernandes Grangeia
Investigadora Doutorada do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto



agradecimentos

A realizacdo deste trabalho foi muito gratificante, ndo s6 pela aprendizagem
mas também pela experiéncia pessoal e quero agradecer a todos que fizeram
parte dela.

Aos meus orientadores, Professor Mario Sousa pelo apoio, pela oportunidade
que me deu em poder realizar o mestrado numa area que me fascina e por
poder fazer parte duma 6ptima equipa; a Professora Maria de Lourdes pelo
apoio e disponibilidade demonstrada.

A Cristina Joana, por tudo o que me ensinou, pela amizade, pelo apoio
incondicional e que mesmo estando longe esteve sempre “ca” para mim.

Ao Professor Alberto Barros, pela oportunidade de realizar o trabalho no
Servico de Genética da Faculdade de Medicina do Porto.

A todos do Servigo de Genética da FMUP pela boa disposicao e carinho com
que me acolheram.

A Filipa e & Susana Fernandes, pelo apoio e ensinamentos transmitidos.

A Berta, Susana Ferreira e Ana Grangeia pela amizade, simpatia e apoio nos
meus momentos de frustracao.

A Inés, Ménica, Ana Paula, Cristina, Luis e Liliana pela amizade e momentos
de convivio e diversao.

As meninas da citogenética, em especial & Lina, & Maria Jo&o e a Ana Joana
pela amizade, apoio e boa disposicao.

A D. Ana Maria que tantos faxes enviou...pela simpatia.

Ao Servigco de Microbiologia da FMUP, nhomeadamente ao Sr. Jodo por toda a
ajuda e colaboracao

Ao Fred, pelo carinho, apoio, compreensado e por me ter ajudado a embelezar
esta tese, 0 meu muito obrigado!



palavras -chave

resumo

Imprinting genémico, infertilidade masculina, paragem de maturagdo meiética,
metilacdo do DNA.

O imprinting genémico é um mecanismo epigenético, no qual os alelos
parentais sdo expressos diferencialmente, resultando em expressao
monoalélica dos genes imprinted. Uma das marcas de imprinting é a metilacéo
do DNA em dinuclettidos CpG, que permite a transcricdo ou repressao dos
genes. Na linha germinal masculina, as marcas de imprinting herdadas sao
apagadas e sao restabelecidas as marcas paternas.

A infertilidade masculina é um problema que afecta muitos casais, podendo ter
varias causas. A azoospermia secretora devido a paragem de maturacdo
meiltica é caracterizada pela presenca de células germinativas que nao
completam o desenvolvimento espermatogénico, parando no estadio de
espermatécito primario. A paragem de maturacdo (PM) pode ser completa,
sem producdo de espermatozoides (PM pura), ou incompleta, com focos de
espermatozéides visiveis em biopsias testiculares (PM nao pura).

Com este trabalho pretendeu-se estudar, por tratamento com bissulfito de
sédio, clonagem molecular e sequenciacéo de DNA, os perfis de metilagdo dos
genes imprinted H19 e MEST, em pacientes com azoospermia secretora
devido a PM meiética, e comparar estes perfis em espermatécitos primarios de
PMs puras e ndo puras.

Os resultados obtidos para os espermatdcitos primarios de PMs puras e PMs
ndo puras sugerem que ndo existem diferencas entre os dois grupos em
termos de metilacdo dos genes imprinted. No entanto, estes resultados
revelam que as células espermatogénicas dos pacientes de ambos 0s grupos
apresentam erros de imprinting tais como alguma desmetilagdo no gene H19,
incluindo o local de ligagdo-6 da proteina CTCF, e alguma metilacdo do gene
MEST, suportando uma associacdo entre espermatogénese anormal e
ocorréncia de erros de imprinting.
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Genomic imprinting is an epigenetic mechanism that leads to the differential
expression of parental alleles, resulting in mono-allelic expression of imprinted
genes. DNA methylation at CpG dinucleotides is an imprinting mark that allows
the transcription or repression of the genes. In the male germ line the heritable
imprinting marks are erased and re-established the paternal marks.

Male infertility is a problem affecting many couples and may have different
causes. Non obstructive azoospermia with meiotic maturation arrest is
characterized by the presence of germ cells that do not complete the
spermatogenic development, stopping at primary spermatocyte stage. The
maturation arrest (MA) may be complete, with no spermatozoa produced (pure
MA), or incomplete, with rare spermatozoa in the testis (non pure MA).

We studied the methylation status of the imprinted genes H19 and MEST, by
sodium bisulphite treatment, molecular cloning and DNA sequencing, in
patients with meiotic MA. We also compared the methylation profiles obtained
for primary spermatocytes of pure MA with those obtained for non pure MA.
The results obtained for primary spermatocytes of pure MA and non pure MA
suggests that these groups are not different in terms of methylation of the
imprinted genes. However, these results reveal that the spermatogenic cells of
the patients of both groups presents imprinting errors such as some
demethylation for H19, including the CTCF-binding site 6, and some
methylation for MEST, supporting the association between abnormal
spermatogenesis and the occurrence of imprinting errors.
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1.1 Espermatogénese Humana

A espermatogénese € o processo bioldégico através do qual as células
germinativas indiferenciadas produzem os espermatozdides (Figura 1) e ocorre
nos fUubulos seminiferos presentes no testiculo. Cada um destes tubulos € limitado
por uma ldmina basal e uma camada de células de musculo liso, responsdveis
pelos movimentos peristdlticos dos tUbulos. No centro de cada tUbulo estd o
[Umen, preenchido por fluido que contém espermatozdides. O epitélio do tUubulo
€ constituido por células germinativas em desenvolvimento e por células de
Sertoli, as quais formam a barreira hemato-testicular. Esta impede a enfrada de
muitas substé@ncias quimicas do sangue para o [lUmen, assegurando as condicoes
proprias para o desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas. As
células de Sertoli tém também a funcdo de fornecer suporte, nutrientes e factores
de maturacdo as células germinativas (Sousa & Barros, 2000). Recentemente, foi
revista a organizacdo do epitélio seminifero, no qual foi observado um
compartimento basal atipico, sugerindo que o epitélio se enconfra organizado
em trés compartimentos: basal, intermédio e adluminal (Futoshi, 2008).

A espermatogénese  enconfra-se  dividida em frés  fases:
espermatogoniogénese, maturacdo dos espermatdcitos e finalmente a

espermiogénese (Holstein et al., 2003) (Figura 1).
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Espermatogdnia A

Espermatogénia B

Espermatogoniogénese

Maturacdo

o
o]
o
o

Diferenc

Figura 1 - Esquema representativo da espermatogénese humana, ilustrando as trés fases
que a constituem: espermatogoniogénese, maturagdo dos espermatécitos e

espermiogénese (adaptado de www.embryology.ch/).

1.1.1 Espermatogoniogénese

Na base do epitélio existem células indiferenciadas e pluripotentes
denominadas espermatogdnias (Sousa & Barros, 2000). Nos humanos enconfram-
se descritos dois tipos de espermatogdnias: espermatogdnias A, que pertencem
ao pool de células estaminais, e as espermatogodnias B que representam o inicio
da espermatogénese em si (Holstein et al., 2003). As espermatogdnias B
(dipldides) sofrem mitoses sucessivas e originam os espermatdcitos. Contudo,

estas divisdes sdo incompletas porque as células filhas permanecem ligadas por
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pontes citoplasmdticas que sdo dissolvidas apenas em estadios avancados da

espermatogénese (Holstein et al., 2003).

1.1.2 Maturagao dos Espermatécitos

A maturacdo dos espermatdcitos consiste na divisdo meidtica dos
mesmos. Uma vez que o processo de meiose envolve duas divisdes, as células
anteriores a primeira divisdo sdo designadas por espermatocitos primdrios. Cada
espermatocito primdrio sofre a primeira divisdo meidtica formando dois
espermatdcitos secunddrios. Estas células contém metade do numero de
cromossomas mas o conteldo total de DNA é equivalente as células dipldides
(2N), dado que os cromossomas sao compostos por um par de cromatides. Cada
espermatoécito secunddrio sofre a segunda divisdo meidtica, na qual as
cromdtides de cada cromossoma se separam e migram para as células filhas,
denominadas espermatideos redondos. Estas sdo as primeiras células totalmente

hapldides (Sousa & Barros., 2000).

1.1.3 Espermiogénese

Apss a formacdo dos espermatideos redondos ocorre a espermiogéenese,
na qual cada espermatideo se diferencia num espermatozdide. Este processo &
simplesmente uma diferenciacdo celular sem ocorréncia de divisdes (Sousa &
Barros, 2000).

Durante a espermiogénese ocorre a condensacdo da cromatina nuclear,
formacdo da enzima acrosima, presente na vesicula acrossdomica (Mack et al.,
1983), e desenvolvimento do flagelo. Esta fase da espermatogénese termina
qguando os gdmetas masculinos sdo libertados das células de Sertoli para o IlUmen
dos tubulos seminiferos (espermiacdo) e se tornam células livres, denominadas
espermatozodides (Holstein et al., 2003).

O espermatozdide apresenta aproximadamente 50 um de comprimento e
consiste em trés regides morfoldgica e funcionalmente distintas: a cabeca, a
peca intermédia e a cauda, envoltos por uma Unica membrana plasmdtica

(Figura 2). Os espermatozdides sdo desprovidos de todo o material celular
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desnecessdrio para a fecundacdo do ovoécito tal como ribossomas, reticulo

endoplasmdtico e aparelho de Golgi.

Membrana Celular Centriolo

Acrossoma

Vacuolos Envelope
Nucleares Nuclear

Mitocdndrias

0000000008

Cabega Peca Intermédia Cauda

Figura 2 - Esquema representativo de um espermatozéide, com as trés regides principais:

cabega, peca intermédia e cauda (adaptado de www.medical-look.com).

A cabeca é constituida maioritaricmente pelo nicleo, que contém a
informacdo genética. O DNA no nuicleo encontra-se exfremamente
condensado, de modo a manter o volume o mais pequeno possivel e a proteger
o DNA confra qualguer lesdo durante o transporte. A zona anterior do nucleo
encontra-se revestida pela vesicula acrossomica que possui as enzimas
hidroliticas essenciais para a penetracdo na zona pelicida do ovocito.

A cauda é um longo flagelo composto por estruturas que permitem o seu
movimento, os microtUbulos. Na zona anterior da cauda do espermatozdide
localiza-se a peca intermédia, na qual os microtUbulos estdo rodeados por
mitocondrias altamente especializadas, que fornecem a energia para o

movimento da cauda (Sousa & Barros, 2000).

1.1.4 Infertiidade Masculina

A proliferacdo e a diferenciacdo das células germinativas masculinas séo
fendmenos sensiveis que poderdo ser alterados por varios factores. Estes podem

ser factores ambientais tais como dlcool, tabaco, radiagdes e outros agentes
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toxicos, ou podem estar associadas a doencas que afectam directa ou
indirectamente a espermatogénese.

A andlise do ejaculado ao microscopio Optico permite avaliar o nimero
de espermatozdides, os padroes de mobilidade e morfologia dos mesmos. Estes
pardmetros fornecem a primeira informacdo sobre a qualidade do sémen do
paciente, uma vez que um nUmero reduzido de espermatozdides,
predomindncia de espermatozdides com morfologia anormal ou com
mobilidade reduzida, ou inexistente, podem causar fertiidade reduzida ou

infertilidade no paciente (Tabela 1).

Tabela 1 - Nomenclatura para andlise de sémen (WHO 1999).

Normozoospermia NUmero de espermatozdides: 220 milhdes/mL;
Motilidade: =250% dos espermatozdides com
motilidade progressiva rdpida ou lenta ou 225%
com motilidade progressiva rapida.
Morfologia: =214% dos espermatozdides com
morfologia normal.

Oligozoospermia NUmero de espermatozdides: <20 milhdes/mL.

Astenozoospermia | Motilidade: <50% dos espermatozdides com
motilidade progressiva rdpida ou lenta ou <25%
com motilidade progressiva rapida.

Teratozoospermia Morfologia: <14% dos espermatozdides com
morfologia normal.

Azoospermia Sem espermatozdides no ejaculado.

Aspermia Sem ejaculado.

Contudo, este tipo de avaliacdo do ejaculado ndo fornece informacdo
sobre as possiveis causas dos defeitos na espermatogénese. Uma avaliacdo por
bidpsia testicular pode revelar uma variedade de perturbagcdes com origem nos
diferentes passos da espermatogénese, que podem conduzir a vdarios sindromes

testiculares tais como hipoplasia germinativa (ou hipoespermatogénese),

10
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paragem de maturacdo (PM) ou presenca de apenas células de Sertoli
(Sindrome de s6 células de Sertoli).

A paragem de maturacdo € caracterizada pela presenca de células
germinatfivas que ndo completam o desenvolvimento espermatogénico,
parando no estadio de espermatdcito primdrio. A paragem de maturacdo pode
ser completa, sem producdo de espermatozdides (PM pura), ou incompleta, com
focos de espermatozdides visiveis em bidpsias testiculares (PM ndo pura) (Hung et
al., 2007).

Clinicamente, pacientes com PM podem apresentar azoospermia ndo
obstructiva ou oligozoospermia muito grave (Hung et al., 2007). Estas patologias
foram descritas como estando associadas a anomalias genéticas tais como
microdeleccdes do cromossoma Y (Fernandes et al., 2002; Ferrds et al., 2004).
Embora a deleccdo da AZFb seja a mais comum em pacientes com paragem de
maturacdo (Hung et al., 2007), as deleccdes de AZFa e AZFb+c também foram
descritas (Yang et al., 2007). Em pacientes com PM ndo pura, foi verificada uma
elevada incidéncia das deleccdes em AZFc e DAZ1/DAZ2, tendo sido esta Ultima
associada a um fendtipo testicular de espermiogénese residual (Ferrds et al.,
2004).

11



Infroducdo

1.2 Imprinting Genémico

O imprinting gendmico regula a expressdo dos genomas materno e
paterno nos mamiferos, resulfando na expressdo monoalélica dos genes
imprinted. Este processo €& vital para uma expressdo génica correcta num
individuo, uma vez que erros de imprinting podem resultar numa transcricdo
génica ou silenciamento génico inapropriados, causando por vezes 0os
chamados sindromes de imprinting, tais como o sindrome de Beckwith-
Wiedemann e os sindromes de Prader-Wili e Angelman, entre outfros (Reik &
Walter, 2001).

O imprinting gendmico foi descoberto no inicio da década de 80, como
resultado de estudos em ratinhos. Foram readlizadas experiéncias de
transplantacdo nuclear de modo a obter embrides que possuissem dois conjuntos
de cromossomas do mesmo sexo parental (embrides uniparentais) (Reik & Walter,
2001). Nestes estudos, observou-se que, quer os androgenotos (zigotos com dois
pro-nucleos masculinos) quer os ginogenotos (zigotos com dois pré-nucleos
femininos) ndo se desenvolviam até ao termo e apresentavam fendtipos opostos.
Os ginogenotos apresentavam um desenvolvimento embriondrio relativamente
normal, embora os embrides fossem pequenos, mas o desenvolvimento dos
tecidos  extra-embriondrios  apresentava-se  extremamente  deficiente.
Confrariamente, os androgenotos apresentavam um melhor desenvolvimento
dos fecidos extra-embriondrios mas um retardado desenvolvimento do embrido.
Estes resultados sugeriram que os genomas parentais ndo eram equivalentes e
que podiam funcionar de modo diferente dependendo da sua origem, materna
ou paterna, sendo ambos essenciais para uma embrionogénese normal (Barton
et al., 1984). Na década de 90 foram identificados os primeiros genes imprinted,
os quais apresentavam de facto expressdo diferencial nos cromossomas

maternos e paternos (Reik & Walter, 2001).

12
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1.2.1 Ciclo de Vida das Marcas de Imprinting

A expressdo monoalélica dos genes imprinted depende de uma marca
epigenética que permita distinguir a origem parental de ambos os alelos.
Modificacdes epigenéticas sdo definidas como alteracdes quimicas do material
genético que regulam a fungcdo de um gene sem que a sequéncia de bases no
DNA seja alterada. As marcas de imprinting tém obrigatoriamente que ser
herdadas durante a divisdo celular, removiveis durante a gametogénese e ter
efeito na expressdo génica. Por reunir todas estas caracteristicas, a metilacdo do
DNA foi considerada uma excelente candidata a marca de imprinting (Wigler et
al, 1981; Bird, 1986). Muitos dos genes imprinfed possuem regides
diferenciaimente metiladas (RDM) que apresentam padrdes de metilacdo de
citosinas, localizadas em dinucledtidos CpG, diferentes nos alelos materno e
paterno, e que influenciam a expressdo génica (Edwards & Ferguson-Smith, 2007).

Os perfis de metilacdo do DNA gendmico sdo extremamente din@micos
durante o desenvolvimento de um individuo (Figura 3). As marcas de imprinting
sdo estabelecidas durante a gametogénese, que consiste no desenvolvimento
das células germinatfivas em espermatozdides ou ovocitos e sdo mantidas
durante a desmetilacdo global do genoma que ocorre apds a fertilizacdo (Reik &
Walter, 2001). Nas células primordiais germinativas do novo individuo, as marcas
de imprinting sdo apagadas, comecando o re-estabelecimento numa fase
posterior, de acordo com o sexo do feto. Nos ovocitos, a metilacdo de novo dos
genes imprinted ocorre durante a sua fase de crescimento (Lucifero et al., 2004),
enguanto na espermatogénese a metilacdo ocorre antes da meiose (Kerjean et
al., 2000).
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Figura 3 - Ciclo de vida das marcas de imprinting. Apagamento, estabelecimento,
manutengdo e leitura das marcas de imprinting em dois centros de imprinting (CI1 e Cl2).
Cinzento indica modificagdo epigenética no Cl no alelo materno (vermelho) e paterno
(azul). A leitura dos genes imprinted estd assinalada pelas setas (adaptado de Reik &
Walter, 2001).

1.2.2 Metiltransferases do DNA

A metilacdo é estabelecida e mantida por um grupo de enzimas
denominadas metiltfransferases do DNA (DNMTs). Estas podem ser divididas em
trés familias: DNMT1, DNMT2 e DNMT3. Enzimas pertencentes as familias Dnmtl e
Dnmt3 foram identificadas como possuindo actividade catalitica activa, sendo a
familia Dnmt3 responsavel por estabelecer novos perfis de metilacdo, enquanto a
familia Dnmt1 mantém estes perfis durante a replicacdo do DNA nas divisdoes
celulares por mitose (Swales & Spears, 2005). Foram identificadas 3 variantes,
resultantes de splicing alternativo, da familia Dnmt1 em ratinho: Dnmtls, Dnmtlp
e Dnmtlo. A forma mais comum é a Dnmtls que se enconfra nas células

somdticas e possui um papel vital no desenvolvimento. As variantes Dnmtip e
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Dnmtlo sdo especificas de células germinativas e sdo isoformas da enzima
DNMT1 (Mertineit et al., 1998). A forma Dnmtlp é encontrada em espermatdcitos
enguanto a variante Dnmtlo apenas foi identificada em ovocitos e em embrides
na fase de pré-implantacdo (Swales & Spears, 2005).

Inicialmente, ndo foi detectada na enzima Dnmt2 funcdo de metilacdo
activa, mas um estudo recente demonstrou que enzima DNMT2 humana metila
um RNA de transferéncia do dcido aspartico (Goll et al., 2006).

Como referido anteriormente, a familia Dnmt3 & responsdvel pela
metilacdo de novo. As formas Dnmt3a e Dnmt3b apresentam um elevado grau
de homologia, mas os seus padroes de expressdo sdo diferentes durante o

desenvolvimento (Swales & Spears, 2005).

1.2.3 Genes Imprinted

Até a data, foram descritos em ratinhos cerca de 80 genes imprinted

(www.har.mrc.ac.uk) e em humanos cerca de 50 (www.geneimprint.com). Os

genes imprinted encontram-se, em grande parte, organizados em clusters que
contém genes expressos maternalmente e paternalmente (Reik & Walter, 2001). A
maioria dos genes imprinted apresentam o alelo materno metilado, enquanto

apenas trés possuem metilacdo no alelo paterno (Li et al., 2004).

1.2.3.1 Genes H19 e IGF2

Os genes HI19 e IGF2 sGo dois genes imprinted que se encontram situados

na regido cromossomica 11p15.5 (www.ncbi.nim.nih.gov), sendo o primeiro, um

dos trés genes que apresenta meftilacdo no alelo paterno (Li et al., 2004). Estes
dois genes estdo estreitamente ligados, uma vez que sdo reciprocamente
expressos, isto €, o gene HI19 & expresso maternalmente e o IGF2 paternalmente.
A expressdo é regulada através da ligacdo da proteina CTCF (CCCTC-binding
factor) & regido diferencialmente metilada (RDM) localizada entre os dois genes
(Gabory et al., 2006) (Figura 4). Na presenca de metilacdo (alelo paterno), a
proteina CTCF perde o acesso d RDM, o que permite a interaccdo entre os
activadores (enhancers) comuns € o gene IGF2, resultando na sua expressdo e

inactivacdo do HI9 (devido ao seu promotor também se encontrar metilado).
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Pelo contrdrio, na auséncia de metilacdo na RDM (alelo materno), a ligacdo da
CTCF impede o acesso das regides activadoras ao promotor do IGF2, reprimindo
a sua franscricdo, e permitindo a expressdo do gene HI9 (Arney, 2003). Dos sete

locais de ligacdo da CTCF, apenas a metilacdo do local-6 influencia

determinantemente a expressdo dos dois genes (Takai et al., 2001).

Alels Mateme / \

Alele Patenrs

CH=ACHs

CHLOHCHATH,

— {1111

Taf2 e

Activadoras

Figura 4 - Regulagdo da expressdo dos genes H19 e Igf2. Circulos pretos DNA metilado.
As setas pretas indicam actividade de transcrigdo do gene. As setas vermelhas indicam o

acesso aos activadores (adaptado de Munshi & Duvvuri, 2007).

A ligacdo da proteina CTCF ao alelo materno desempenha um papel
importante ao proteger a RDM do HI9 de adquirir mefilacdo de novo nos
ovocitos (Fedoriw et al., 2004) e também em manté-la desmetilada em embrides
pos-implantacdo, permitindo uma expressdo normal do gene H19 (Schoenherr et
al., 2003).

O gene HI9 foi descrito como gene imprinted pela primeira vez em 1991,
através de estudos em ratinho que demonstraram que este gene é
preferencialmente expresso a partir da cépia materna (Bartolomei et al., 1991). O
gene HI19 humano é um fragmento com 2.7 kb, inclui 4 introes (Brannan et al.,
1990) e 5 exdes (NC_000011.8) e transcreve para um mRNA ndo codificante com
2.3 kb que é expresso durante a embriogénese, sendo um dos mRNAs mais

abundantes no embrido de ratinho (www.har.mrc.ac.uk). Nos humanos, o gene
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H19 também apresenta expressdo monoalélica em diversos 6érgdos, no entanto
apresenta expressdo bialélica na placenta em estadios precoces (Zhang &
Tycko, 1992) e monoalélica apds as 10 semanas de gestacdo (Jinno et al., 1995).

A funcdo do gene HI9 permanece desconhecida. Contudo € pouco
provdavel que o mMRNA do gene HI9 traduza uma proteina, uma vez que este ndo
se associa com a maquinaria de franscricdo no citoplasma e ndo possui uma
open reading frame (ORF) conservada em ratinhos ou em humanos (Brannan et
al., 1990). O gene HI9 foi descrito como um gene supressor de fumores (Hao et
al., 1993). Contudo, um estudo posterior sugeriu que o gene HI19 pode franscrever
para um RNA oncofetal (Ariel et al., 1997).

A metilacdo do DNA foi sugerida como sendo a marca de imprinting do
gene HI9 (Ferguson-Smith et al., 1993). Foi demonstrado que, em ratinho, esta
marca se encontra localizada a jusante do local de franscricGo e que a
metilacdo diferencial estabelecida durante a gametogénese é preservada no
desenvolvimento pré-implantacdo (Bartolomei et al., 1993; Tremblay et al., 1995).
Esta regido situa-se 2 kb a jusante do local de transcricdo do HI19 (Hamatani et
al., 2001) e foi confrmado como estando metilada nos espermatozdides e
desmetilada nos ovocitos (Olek & Walter, 1997). Relativamente ao gene HI9
humano, a marca de imprinting consiste na metilacdo de uma regido que se
estende entre -2.0 a -3.3 kb em relacdo ao local de transcricdo (Jinno et al.,
1996).

1.2.3.2 Genes MEST/PEG1

O gene MEST (Mesodermal specific transcript) ou PEGI1 (Paternally
expressed gene 1) estd localizado na regido cromossomica 7932 e é
maioritariamente expresso, através da coédpia paterna, em tecidos com
componentes mesodermais (Nishita ef al., 1996).

O gene MEST humano apresenta cerca de 70% de homologia com o gene
de ratfinho (Nishita et al., 1996), e a proteina humana aproximadamente 98% de
identidade com a de ratinho (Riesewijk et al., 1997).

A express@o monoalélica do gene MEST foi observada em quase todos os
tecidos analisados excepto no sangue, no qual apresenta expressdo bialélica

(Lefebvre et al., 1997; Riesewijk et al., 1997). Foi demonstrado que na presenca de
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mutacdo, este gene causa um crescimento deficiente de estruturas embriondrias
e extra-embriondrias e uma resposta anormal por parte da mde aos recém-
nascidos (Lefebvre et al., 1998). A perda de imprinting do gene MEST, causando
expressdo bialélica, foi descrita em cancro da mama (Pedersen et al., 2002).

Outro estudo revelou que o gene MEST origina o transcrito MESTIT1 (MEST
Intfronic Trancript 1), que € expresso apenas a partir do alelo paterno e que este
transcrito teria um papel de regulacdo na expressdo do gene MEST durante o
desenvolvimento (Nakabayashi et al., 2002). O franscrito tem expressdo
predominantemente testicular e em espermatozdides maturos moveis, sugerindo
a possibilidade de desempenhar um papel na fisiologia do sémen humano e na
ferfilizacdo (Li et al.,2002).
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1.3 Imprinting Genémico na Espermatogénese

Nas células germinativas masculinas as marcas de imprinting herdadas séo
apagadas e sdo re-estabelecidas as marcas especificas do alelo paterno. O
gene HI9 possui metilacdo nos gé&metas masculinos, tendo j& sido bem
caracterizada a aquisicdo da metilacdo na espermatogénese de ratinho. A
metilacdo do gene H19 é adquirida diferencialmente nos alelos parentais, sendo
o alelo paterno re-metilado antes do alelo materno. Foi demonstrado que o alelo
paterno adquire metilacdo nas espermatogdnias A, enquanto o alelo materno
ndo apresenta a metilacdo completa antes do final da meiose | (Davis et al.,
1999). Foi ainda descrito que genes imprinted com metilacdo no alelo paterno j&
possuiom a marca de imprinting no estadio de espermatdcito em paquiteno
(Oakes et al., 2007).

Na espermatogénese humana, foi descrito que as marcas de imprinting j&
se encontram correctamente apagadas nas espermatogodnias fetais e que a
metilacdo do gene HI9 j&G se encontra estabelecida antes das células entrarem
em meiose (Kerjean et al., 2000).

Como referido anteriormente, as enzimas DNMTs possuem um papel
importante na metilacdo do DNA. O mRNA da DNMTI enconfra-se presente em
espermatogonias A e B, em espermatoécitos e em espermatideos redondos, tendo
sido descrita uma forma especifica desta enzima limitada aos espermatdcitos na
fase de paquiteno (Jue et al., 1995). Embora o mRNA se encontre presente nestes
estadios, a proteina DNMT1 apenas existe no nicleo das espermatogdnias e no
citoplasma dos espermatideos redondos (Omisanjo et al., 2007).

Em ratinho, os perfis de expressdo das enzimas Dnmit3a e Dnmit3l em
testiculos fetais, sugerem que estas possam interagir para estabelecer a
metilacdo. Adicionalmente, os niveis de expressdo de DNMTI e DNMT3b em
periodo pods-natal sugere um papel de manutencdo da metilagcdo na
proliferacdo das espermatogodnias, por parte destas enzimas (La Salle et al., 2004).
Apesar de a Dnmtl estar associada a manutencdo da metilacdo, foi sugerido
que esta enzima pode ser responsdvel pela propagacdo da metilagcdo numa
regido que jG se enconire parcialmente metilada, agindo assim como uma

metilfransferase de novo (Warnecke et al., 1998; Fatemi et al., 2001). Esta
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actividade foi observada mesmo na auséncia das enzimas Dnmt3a e Dnmt3b,
conhecidas como metiltransferases de novo (Lorincz et al., 2002).

Um factor denominado BORIS (Brother Of the Regulator of Imprinting Sites),
com expressdo testicular, poderd também estar envolvido no estabelecimento
da metilacdo durante a diferenciacdo celular da linha germinal masculina. Em
células CTCF negativas foi observada uma activacdo do factor BORIS, e em
células BORIS negativas uma regulacdo de CTCF, em associacdo com a
eliminacdo e restabelecimento das marcas de metilacdo, respectivamente
(Loukinov et al., 2002).

Erros no estabelecimento das marcas de imprinting foram associados a
espermatogénese anormal. Foi j& descrito que pacientes com oligozoospermia e
azoospermia devido a hipoplasia germinativa apresentam perda de metilacdo
no gene HI19 e no local de ligacdo é da proteina CTCF (Marques et al., 2004,
2008, 2009; Kobayashi et al., 2007) e aquisicdo de meftilagcdo no gene MEST
(Kobayashi et al., 2007; Marques et al., 2008). Outro estudo revelou elevados niveis
de metilacdo do gene MEST de pacientes com pardmetros anormais na andlise
de sémen (Houshdaran et al., 2007). Adicionalmente, ratinhos knockout para a
enzima Dnmt3L apresentam paragem de maturacdo em espermatocitos
primdrios e erros de imprinting do gene H19 em mosaicismo (Webster et al., 2005).
Adicionalmente, em homens inférteis com paragem de maturacdo em
espermatideos redondos, apenas os espermatédcitos na fase de paquiteno
apresentam sinais positivos para a proteina DNMT1, enquanto os espermatideos

redondos permanecem imunonegativos (Omisanjo et al., 2007).

Objectivos

Com o presente frabalho pretendeu-se estudar, pela primeira vez, os perfis
de metilacdo dos genes imprinted H19 e MEST, de células da espermatogénese
humana adulta isoladas por micromanipulacdo de bidpsias testiculares de
pacientes com azoospermia secretora devido a paragem de maturacdo
meidtica (PM). Este estudo dos padroes de metilagcdo permitird averiguar se os
pacientes com PM ndo pura apresentam diferencas nas marcas de imprinting

comparativamente com os casos de PM pura.
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Material e Métodos

Encontram-se na Tabela 2 os reagentes utilizados neste trabalho.

Tabela 2 - Reagentes utilizados na realizagdo deste trabalho.

Agar

Agua bidestilada estéril

Ampicilina

Colagenase-IV

Conjunto de dNTP (100mM)

DNase

DTT (Dithio-threitol)

EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético)
EpiTect Bisulfite kit

Etanol absoluto PA

GFX PCR-DNA Purification Kit

HCI (Acido cloridrico 37%, pro analysi)
HotStar Tag DNA Polimerase

IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)
Marcador de 100pb

Meio IVF (In Vitro Fertilization)

KCI (Cloreto de Potdssio, pro analysi)

KOH (Hidréxido de Potdssio, pro analysi)
Meio LB

Oleo Mineral Leve

Primers H19 e MEST

Primers M13

Sperm Preparation Medium (SPM)

Taq Polimerase

TOPO TA Cloning kit com E.coli Mach1-T1
Tris-HCI (TRIZMA Hydrochloride)

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside)

22

Quilaban
BBraun
AppliChem
Sigma
Invitrogen
Qiagen
Invitrogen
Sigma

Qiagen
Panreac
Amersham Biosciences
Merck

Qiagen

Sigma
Invitrogen
Medicult
Merck

Merck
Quilaban
Medicult
Thermo Electron
Thermo Electron
Medicult
Fermentas
Invitrogen
Sigma

Sigma
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2.1 Selecc¢ao de Pacientes

Neste trabalho foram analisadas células da espermatogénese humana
adulta (100-800 células), isoladas por micromanipulacdo, a partir de bidpsias
testiculares de pacientes com azoospermia secretora devido a paragem de
maturacdo meidtica (PM) conforme descrito anteriormente (Sousa et al., 2002).

Em resumo, o tecido testicular foi recolhido em SPM (Sperm Preparation
Medium, Medicult), dissociado mecanicamente com bisturi € lavado em SPM.
Seguiu-se a dissociacdo celular enzimdatica por incubacdo em SPM contendo 25
ug/mL de DNase e 1000 U/mL de colagenase-IV (Sigma) durante 1h a 37°C. Apds
a lavagem em SPM, o pellet foi ressuspendido em meio IVF (Medicult) e incubado
até ser usado (30-32°C, 5% CO2). Uma porcdo da suspensdo celular foi
posteriormente diluida em SPM, colocada numa placa de cultura e revestida
com o6leo mineral leve (Medicult). Os espermatdcitos primdrios e secunddrios, os
espermatideos redondos e os alongados/espermatozdides foram seleccionados
individualmente num microscépio Nikon invertido, equipado com éptica Hoffman
e estativo térmico (32°C), utilizando micromanipuladores Narishige e micropipetas
com 15-20 um de didmetro (Swemed).

Os pacientes foram divididos em dois grupos: PMs puras (N=7) e PMs ndo
puras (N=8). Para as PMs puras foi estudado o perfil de metilacdo dos
espermatocitos primdrios e em dois destes pacientes foi ainda possivel analisar os
perfis de células de Sertoli. Para as PMs ndo puras foram estudados os perfis de
metilacdo de células pré-meidticas (espermatdcitos primdrios para todos os
pacientes e células de Sertoli em um paciente) e pds—meidticas (espermatdcitos
secunddrios, espermatideos redondos e espermatideocs  alongados/

espermatozoéides), quando a disponibilidade de material o permitiu.

2.2 Extracgdo de DNA

O DNA foi extraido pela adicdo de 10uL de tampdo de lise alcalina (1 M
KOH; 0,05 M DTT), seguindo-se uma incubacdo de 20 minutos a 80°C. A reaccdo
foi parada através da adicdo de 10uL de tampdo de neutralizacdo (0,9 M Tris-HCI
pH8.3; 0,3 M KCI; 0,2 M HCI).
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2.3 Tratamento com Bissulfito de Soédio

O DNA extraido foi submetido a tratamento com bissulfito de sddio,
utilizando o EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen), de modo a converter as citosinas ndo
metiladas em uracilo, permanecendo as citosinas meftiladas inalteradas (Figura
5), de acordo com as instrucdes do fabricante (para protocolo detalhado ver
ANEXO ). Este protocolo inclui a purificacdo do DNA resultante do tratamento
com bissulfito de sédio, de modo a remover sais de bissulfito e quimicos utilizados

no processo de conversdo que podem inibir reaccoes de PCR e sequenciacdo.

< <

CpG Bissulfito CpG
P de Sodio P

=

CpG UpG

Figura 5 - Conversdo de citosinas pelo tratamento com Bissulfito de Sédio.

2.4 Amplificagao dos genes H19 e MEST

As regides diferencialmente metiladas (RDM) dos genes de interesse para
este estudo, H19 e MEST, foram amplificados através da técnica de hemi-nested
PCR, utilizando primers especificos (Kerjean et al., 2000).

A técnica hemi-nested PCR tem como base a técnica de PCR cldssica,
com a variante de que os produtos resultantes da primeira amplificacdo sdo
utilizados como alvo numa segunda reaccdo. Nesta segunda amplificacdo é
mantido um dos primers da primeira reaccdo, sendo o outro substituido por um
mais inferno.

Para o gene HI9 foram analisadas 18 CpGs da RDM de uma sequéncia
com 231 pares de bases (pb). A regido amplificada para o gene MEST permite a

andlise de 22 CpGs da RDM de uma sequéncia com 219 pb.
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1° Reaccdo (PCR single)

A primeira reaccdo de PCR foi realizada com os primers descritos na
Tabela 3 (em que Y representa uma mistura de C+T, permitindo que o primer se
ligue tanto em caso de metilacdo como de desmeftilacdo da citosina
correspondente). Foi preparada, para cada gene, uma mistura de reaccdo com
um volume total de 50uL contendo tampdo 1x com 1.5 mM MgCl: (Qiagen); 0.12
MM de cada dNTP (Invitfrogen); 0.5 uM de cada primer; 1.5U de enzima Taq
HotStar (5U/uL, Qiagen) e 10uL de DNA tratado. As condicdes de PCR encontram-

se ilustradas na Figura 6.

Tabela 3 - Primers utilizados na 1° reac¢ao de PCR e respectivas sequéncias.

Primers
HI19 MEST
F6005 - 5'-AGG TGT TTT AGT TTT F609 - 5'-TYG TTG TTG GTT AGT TTT
ATG GAT GAT GG-3' GTAYGG TT-3'
R6326 — 5'-CC TAT AAATAT CCT R898 — 5'-AAA AAT AAC ACC
ATT CCC AAATAA CC-3' CCCTCCTCA ATT-3'
95°C gg0¢
72°C, 72°C
15min 1min  1min 1min 20min =

35 ciclos

Figura 6 - Programa da 1° reacgdo de PCR.

2° Reaccdo (PCR hemi-nested)

A segunda reaccdo de PCR foi realizada com os primers descritos na

Tabela 4. Foi preparada, para cada gene, uma mistura de reaccdo com um
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volume total de 50uL contendo tampdo 1x com 1.5 mM MgClz; 0.12 mM de cada
dNTP; 0.5 pM de cada primer; 1.5U de enzima Taq HotStar (5U/uL) e TuL do
produto da 1°reaccdo de PCR. As condicdes de PCR encontram-se ilustradas na

Figura 7.

Tabela 4 - Primers utilizados na 2° reacg¢do de PCR e respectivas sequéncias.

Primers
H19 MEST
F6115-5'-TGT ATA GTATAT GGG F609 — 5'-TYG TTG TTG GIT AGT TIT
TATTIT T GGA GGT TT-3’ GTAYGG TT-3’
R6326 — 5'-CC TAT AAA TAT CCT R827 - 5'-CCC AAA AAC AAC
ATT CCC AAATAA CC-3 CCC AAC TC-3’

952C€

15min 1min  1min 1min 20min =

30 ciclos

Figura 7 - Programa da 2° reacgdo de PCR.

2.5 Electroforese Capilar

De modo a verificar se o fragmento de interesse tinha sido amplificado, os
produtos resultantes das reaccdes de PCR foram analisados num novo sistema de
electroforese capilar, o QIAxcel (Qiagen, Hilden) com o respectivo kit (QlAxcel

Gel Cartridge e reagentes) (Qiagen, Hilden) (Figura 8).
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T
\"_:‘_ Polo
Matrizde gel comsonda 4— positivo
s P Detector  — e — Software BioCalculator™
Capilar - 148
AEARE G LSRR I
DNA com sonda --l-x; - [ 1 — I
oo L — ,: ‘I
— Polo < | - -t -'\ji.' l
___/ negativo ' L
Fonte luminosa-LED —o —

Figura 8 - Esquema do funcionamento do sistema QIAxcel (Adaptado de hitp://

wwwl.giagen.com/Products/QlAxcelDNAKits.asp).

Este aparelho utiliza a electroforese capilar que permite a rdpida separacdo
de fragmentos de dcidos nucleicos. Ao contrdrio da electroforese em gel de
agarose tradicional, este sistema utiliza cartuchos de 12 capilares. As amostras
sdo injectadas individualmente pelos capilares de forma automdtica e é
aplicada uma voltagem fixa. O DNA carregado negativamente, migra ao longo
do capilar até ao pdlo positivo. Assim, tal como acontece num gel de agarose,
as moléculas de menor peso molecular migram mais rapidamente que as de
maior peso molecular. Dentro do capilar existe uma matriz com uma sonda que
se liga &s moléculas de DNA ou RNA. A medida que as amostras migram ao
longo do capilar, passam por um detector que detecta e mede a intensidade de
fluorescéncia emitida pela sonda ligada as moléculas de dacidos nucleicos. Um
fotomultiplicador converte o sinal de fluorescéncia num impulso eléctrico que é
posteriormente transferido para um computador e processado pelo software
BioCalculator™ (Qiagen). Apds o processamento, os dados sdo expostos num
electroforograma ou numa imagem virtual de um gel.

Foi utilizado o cartucho Screennig (QIAxcel DNA Screening Kif, Qiagen) que
permite a separacdo de fragmentos com uma resolucdo de 20 pb durante 5

minutos e 20 segundos a uma voltagem de 6 kV.
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2.6 Purificagcdo dos produtos de PCR

O DNA resultante da amplificacdo foi purificado utilizando o GFX PCR-DNA
Purification Kit (Amersham Biosciences), de acordo com as instrucdes do
fabricante, de modo a remover reagentes utilizados na reaccdo de PCR, como
por exemplo primers e dNTPs em excesso, que podem inibir a reaccdo clonagem

(para protocolo detalhado ver ANEXO ).

2.7 Clonagem Molecular

Para a readlizacdo do estudo dos perfis de metilacdo de cada fragmento
do produto de PCR individualmente, foi utilizada a técnica de clonagem
molecular com o kit TOPO TA Cloning (Invitfrogen) com Escherichia coli Mach1-T1
(Invitrogen) e vector pCRI-TOPO (Invitrogen) (Figura 9), de acordo com as
instrucdes do fabricante (para protocolo detalhado ver ANEXO ).

O vector fornecido com o kit possui residuos de timina (T) na terminacdo 3'.
Logo, para uma ligacdo mais eficiente do fragmento de PCR ao vector, foi
redlizada primeiramente uma reaccdo de adicdo de adeninas (A) para o
produto de PCR apresentar residuos de adenina na terminacdo 3'. Uma mistura
contendo 3.5 uL de produto de PCR purificado; tampdo 1x (Fermentas); 0.6 uM
dATPs; 1.5 mM MgClz (Fermentas); TU de Tag DNA polimerase (5 U/uL, Fermentas)
foi incubada a 72°C durante 15 minutos. Seguidamente, procedeu-se d
realizacdo da reaccdo de clonagem e a transformacdo de células competentes

de E. coli.
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M13 Reverse Primer Spb Promoter
Z non oo % sC TRT TTZ =GT GRC ACT ATR

CAG GAAR ACA GCT A Y TR
GETC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GET TC AAT CCA CTG TiA TAT OTT

T 1
=
HERE]

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
LET GAG TCE TAT C ART TCA |OTG GCC GTC GTT TTR Az COGT CGT GAC TGG FAR RRC
\ TCE CTC AGC RTE TTA AGT |GAC CGG CAG CRR RALT GQTT GCA GCA CTC ACC CTT TTG

Figura 9 - Mapa do vector pCRII-TOPO (Adaptado de

hitp://tools.invilrogen.com/content/sfs/vectors/pcriitopo_map.pdf).

O vector pCRII-TOPO possui o gene lacZ (Figura ?) que quando expresso
produz a proteina B-galactosidase que degrada o composto X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside), tornando as coldnias azuis. Quando
um fragmento € inserido entre o promotor e o gene, este deixa de ser expresso,
ou seja, ndo € produzida a proteina R-galactosidase, o X-Gal ndo é degradado e
as coldénias permanecem brancas. Deste modo, é possivel uma rdpida deteccdo

das colénias de bactérias que possuem o fragmento de estudo. Adicionalmente,
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o plasmideo possui 0 gene que confere resisténcia d ampicilina, sendo que s6é as
bactérias que incorporaram o plasmideo v@o ser capazes de crescer num meio
de cultura selectivo, contendo ampicilina. Assim, a seleccdo dos clones
bacterianos que incorporaram o plasmideo contendo o fragmento de interesse
foi realizada utilizando meio de cultura selectivo LB-Agar (Quilaban) com
ampicilina (50ug/mL, AppliChem) e X-Gal (40mg/mL, Sigma). Para cada amostra

foram seleccionados e analisados entre 10 a 20 clones.

2.8 Amplificagdo do plasmideo contendo o fragmento inserido com os primers
M13

A presenca do fragmento de interesse foi confirmada utilizando os primers
M13 forward e reverse que emparelham com parte da sequéncia do plasmideo,
originando um produto que contém o fragmento inserido e as regides
flanqueadoras do plasmideo (Figura 9). Para cada clone foi preparada uma
mistura de reaccdo com um volume total de 50uL contendo tampdo 1x
(Fermentas); 1.5 mM MgClz (Fermentas); 0.1 mM de cada dNTPs; 0.25 pmol/uL de
cada primer, M13F e M13R; 1U de Tag DNA polimerase (5 U/pL, Fermentas) e 10puL
de suspensdo de bactérias. As condicdes de PCR enconfram-se ilustradas na

Figura 10.

94°C  94°C

72°C 72°C

10 min  45seg 45seg 1 min 10 min -

35 ciclos

Figura 10 - Programa da reacgdo de PCR M13.
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Apds a amplificacdo, os produtos foram sujeitos a electroforese capilar
para verificar se os clones possuiam realmente o fragmento inserido. Na Figura 11
encontra-se, como exemplo, um electroforograma de uma amostra cujo
plasmideo incorporou o fragmento em estudo (linha 1), e outra de um plasmideo

sem o fragmento inserido (linha 2).

250.0

D0 D

200.0—

100.0————

Figura 11 - Electroforograma de produtos resultante da amplificagdo do plasmideo apds
clonagem. M - marcador de 100 pb; 1 - plasmideo com fragmento inserido; 2 - plasmideo

sem fragmento inserido.

2.9 Sequenciagao

Apss se ter verificado que os clones possuiam o fragmento em estudo,
estes foram sequenciados (10-20 clones por amostra), utilizando o ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As amostras foram enviadas para
sequenciacdo para CoGenics (Franca). A sequenciacdo directa das amostras
antes da clonagem foi também realizada de modo a assegurar a auséncia de
enviesamento na clonagem e para determinar os niveis globais de metilacdo. As
amostras para sequenciacdo directa foram enviadas para a Stabvida (Portugal).
A metilacdo das CpGs presentes nas sequéncias foram analisadas manualmente

e utilizando o software BiQ Analyzer (Bock et al., 2005).
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2.10 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Teste Exacto de Fisher com
duas caudas (SPSS 17.0, Windows). As diferencas com valores de p <0.05 foram

consideradas estatisticamente significantes.
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Resultados

Para o gene HI9 foram estudados um total de 498 clones, 153 para
paragens de maturacdo (PM) puras (33 de células de Sertoli e 120 de
espermatocitos primdarios) (Figura 12 e 16) e 345 para PMs ndo puras (20 de
células de Sertoli, 155 de espermatdcitos primdrios, 40 de espermatdcitos
secunddrios, 71 de espermatideos redondos e 59 de espermatideos
alongados/espermatozodides) (Figura 13, 16 e 18). A sequéncia analisada
encontra-se situada na regido diferencialmente meftilada (RDM) e contém 18
CpGs, incluindo o local de ligagcdo é da proteina CTCF (CpG 4-8) e um local
polimérfico na CpG 7 (Citosina/Timina), ndo contabilizado para a andlise

quantitativa, dado ndo ser informativo em termos de estado de metilacdo.

000000000000000000
000000000000000000

Pacientes
1 2 3
SC 1 45678 18 N
000000000000000000 7
000000000000000000 11
ST] 1 45678 18 N 1 45678 18 N 1 45678 18 N
000000000000000000 17 12 000000000000000000 O
000000000000000000 | 2 000000000000000000 3
000000000000000000 | 1 [ ] o0 2
000000000000000000 1| 2
000000000000000000 1| 1
000000000000000000 1| %
4 5 6
SC 1 45678 18 N
000000000000000000 -
000000000000000000 3
[ I ] 0000000000000
[ I ] 0000000000000 3
000000000000000000 1
0000000000080 000e0 1
ST" 1 45678 18 N 1 45678 18 N 1 45678 18 N
000000000000000000 4 000000000000000000 - 000000000000000000 12
000000000000000000 000000000000000000 4 000000000000000000 1|
0000000000000 000 > 000 O 0000000 1|
000000000 o0 o0 1 0000 1
o0 00000 [ ] 000 3 @O0000 2
000000000000000000 1 00000 1|
000000000000000000 1 [ Jol } 0000000000 3
000000000000000000
7
ST] 1 45678 18 N
000000000000000000 3
000000000000000000 |
o0 0000 ® 3
o0 [ Jo] ! o 1
o0 0000000 000 1
0 00000000000000 %
1

Figura 12 - Perfis de metilagdo do gene H19 (18 CpGs) de pacientes com paragem de
maturagdo meidtica pura. Sc (Células de Sertoli). ST1 (Espermatocitos primdrios). Os
circulos representam as CpGs: metiladas (azul), ndo metiladas (amarelo), polimorfismo
C/T (CpG 7), local de ligagdo 6 da proteina CTCF (CpG 4 - 8). Cada linha representa um

perfil e o nOmero de clones (N) por peffil.
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8

ST1 ¢ 45678 18
000000000000000000
000000000000000000
000000000000000000
(o] I J .OO.......OOO:

00000 [ d
000000000000000000

Sd-Sz
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ST !

00000000000 [ 4

000000000000000000

ST2 1 45678 18
000000000000000000
00000000000 0000

000000 [ 4
000000000000000000

Sa ! 45678 18
o0 000000000000
[ L J [ d
[ L J @

[ L J 00000000000
000000000000000000

Sd-Sz

Figura 13 - Perfis de metilagdo do gene H19 (18 CpGs) de pacientes com paragem de
maturagcdo meidtica ndo pura. Sc (Células de Sertoli). ST1 (Espermatécitos primdrios). ST2
(Espermatdcitos secunddrios). Sa (Espermatideos redondos). Sd-Sz (Espematideos alongados/
Espermatozdides). Os circulos representam as CpGs: metiladas (azul), ndo metiladas

(amarelo), polimorfismo C/T (CpG 7), local de ligagdo é da proteina CTCF (CpG 4 - 8). Cada

HENNRORN 2

el L=

Pacientes

9 10

1 45678 18 N 1 45678 18 N

¥ 000000000000000000 20

1
0000000 !
000000000000000000 2

1 45678 18
000000000000000000 16
000000000000000000 4

18

=NwOo 2

1 45678 18 N
000000000 ©
00 3
1
1
2
o0 2
000000000 |
1 45678 18 N
000000000000000000
0000000000000 00000 17
0000000000000 0000e 1

linha representa um perfil e o nUmero de clones (N) por perfil.
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14 15
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000000000000000000 10
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000000000000000000 !
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000000000000000000 3
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000000000000000000 !
000000000000000000 !
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$d-Sz 000000000000000000 10
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000000000000000000 !

000000000000000000 !

000000000000000000 4

Figura 13 - (continuagdo).

Na andlise da metilacdo da RDM do gene HI9 a maioria dos pacientes
apresentava elevada metilacdo nas células espermatogénicas (ST1, ST2, Sa e Sd-
Sz), sendo esta quase sempre superior a 0%, excepto para estadio Sd-Sz do
paciente 13 (10.3%) e no estadio ST1 do paciente 15 (82.1%) (Tabela 5). Nestes
dois pacientes € visivel a presenca de clones completamente metilados e clones
completamente desmetilados.

Relativamente ao local de ligagcdo é da proteina CTCF a maioria dos
pacientes exibia também elevada metilacdo desta regido nas células
espermatogénicas, sendo esta quase sempre superior ou igual a 90%. Os
pacientes 5, 13, 14 e 15 apresentavam metilacdo inferior a 90% - 84.2% (ST1),
10.0% (Sd-Sz), 87.5% (Sa) e 76.3% (ST1), respectivamente (Tabela 5).

Adicionalmente, foram analisadas células de Sertoli de trés pacientes. Os

valores de metilacdo obtidos foram 100.0%, 78.8% e 11.8% para os pacientes 3, 4
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e 15, respectivamente. O local de ligacdo 6 da proteina CTCF destas células
apresentava os seguintes valores de metilacdo: 100.0% no paciente 3, 921.7% no

paciente 4 e 10.0% no paciente 15 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados da metilagdo do gene H19 e da desmetilagdo do gene MEST, por

paciente.
) MEST
Paciente | Tipo de NUmero Metilagdo RDM (%) Metilagdo CTCF (%) | Desmetilagdo RDM (%)
Células de (CpG metiladas/ total (CpG metiladas/ (CpG ndo
Células CpG) total CpG) metiladas/total CpG)
99.7 100.0 98.3
! ST 600 (322/323) (76/76) (281/286)
97.7 95.8 99.5
2 ST 158 (299/306) (69/72) (372/374)
ool 100 100.0 100.0 303
s (306/306) (72/72) (120/396)
o 200 93.5 96.1 86.4
2 (302/323) (73/76) (304/352)
5 sertor 0 78.8 917 27.3
- s (201/255) (55/60) (84/308)
s o 200 94.9 90.0 98.0
(242/255) (54/60) (388/396)
91.0 84.2 83.0
5 STI 300 (294/323) (64/76) (219/264)
99.1 100.0 99.5
. el A (219/221) (52/52) (219/220)
95.8 92.6 97.7
7 STI 800 (277/289) (63/68) (215/220)
95.4 94.4 98.2
o S 400 (292/306) (68/72) (324/330)
“ 00 96.9 94.1 98.2
(280/289) (64/68) (216/220)
96.3 96.1 77.3
. Sit 00 (311/323) (73/76) (272/352)
100.0 100.0 96.8
Sd-5z 300 (340/340) (80/80) (298/308)
100.0 100.0 99.2
e 3T 10 (340/340) (80/80) (262/264)
96.3 93.4 98.7
STI 175 (311/323) (71/76) (304/308)
97.6 93.8 95.8
n S 1wo (332/340) (75/80) (316/330)
- 200 96.9 95.6 96.3
s (280/289) (65/68) (572/594)
5 o 200 96.8 93.8 98.6
3 12 (329/340) (75/80) (217/220)
8 “ 00 96.6 96.1 98.1
= (312/323) (73/76) (302/308)
= 97.8 90.8 100.0
13 Sit 25y (316/323) (69/76) (308/308)
sy 100 103 10.0 97.7
(35/340) (8/80) (301/308)
96.2 93.8 99.6
Sit 400 (327/340) (75/80) (241/242)
96.8 93.8 99.6
L ST2 200 (329/340) (75/80) (241/242)
96.4 87.5 99.7
5l ALY (295/306) (63/72) (285/286)
) 1.8 10.0 40.4
serfoli 300 (40/340) (8/80) (151/374)
82.1 76.3 100.0
15 3T 7o (279/340) (61/80) (264/264)
97.2 90.8 99.4
5d-5z 350 (314/323) (69/76) (328/330)
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Para o gene MEST foram estudados um total de 382 clones, 128 para PMs
puras (32 de células de Sertoli e 96 de espermatdcitos primarios) (Figura 14 el7) e
254 para PMs ndo puras (17 de células de Sertoli, 104 de espermatocitos primarios,
26 de espermatdcitos secunddrios, 64 de espermatideos redondos e 43 de
espermatideos alongados/espermatozdides) (Figura 15, 17 e 18). A sequéncia

analisada contém 22 CpGs pertencentes G RDM.

Pacientes
1 2
ST1 1 15 2 N 1 15 2 N
000000000000 0000000000 9 0000000000000 00O00O00000 15
0000000000000 000000000 1 0000000000000 00@000000 2
0000000000000 00000000 1
000000000000 000000000e 1
0008000000000 00000e000 1
3 4
Sc 1 15 22 N 1 15 22 N
0000000000000 000000000 3 000000000000 000O0000e0 1
0000000000000 0000000ee 1 0000000000000 0000000e 1
0000000000000000000eee ! 0000000000000 0000000ee 1
0000000000000000000000 | 00000000 00000000000000 !
00000000000000000 @ 4 0000000 000000000000000
00000000000 e | 0000000000000000000000 1
Y ) e ! :..00.000.0.....0::::8 %
6
0000000000000000000000 0000000000000000000000 -
ST1 1 15 22 N 1 15 22 N
000000000000 0O00000000 9 00000000000 0O000O0000000 11
00000000000 0000000000 1 0000000000000 00000000 2
000000000000 @000000000 1 000000000000 000000e000 1
0000000000000 0O0000000 2 0000000000000 O000000e00 3
0000000000000000000000 ! 000000000000 000000e000 1
0000000000000000000O000 2
5 6
ST1 1 15 22 N 1 15 22 N
0000000000000 OO0000000 7 0000000000000 000000000 9
0000000000000 000000000 1 0000000000000 00000000 1
00000000000 0000000000 1
0000000000000 0000000e0 1
0000000000000000000000 !
0000000000000000000000 !
7
ST1 1 15 22
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Figura 14 - Perfis de metilagdo do gene MEST (22 CpGs) de pacientes com paragem de
maturagdo meidtica pura. Sc (Células de Sertoli). ST1 (Espermatécitos primdarios). CpGs:
metiladas (azul), nGo metiladas (amarelo). Cada linha representa um perfil e o nOmero de

clones (N) por pefrfil.
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Figura 15 - Perfis de metilagdo do gene MEST (22 CpGs) de pacientes com paragem de
maturagdo meidtica ndo pura. Sc (Células de Sertoli). ST1 (Espermatécitos primdrios). ST2
(Espermatdcitos secunddrios). Sa (Espermatideos redondos). Sd-Sz (Espematideos
alongados/Espermatozéides). Os circulos representam as CpGs: metiladas (azul), ndo

metiladas (amarelo). Cada linha representa um perfil e o nUmero de clones (N) por perfil.
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Figura 15 - (continuagdo).

Na andlise da desmetilacdo da regido diferencialmente metilada do gene
MEST € possivel observar, na maioria dos pacientes, elevada desmetilacdo nas

células espermatogénicas (ST1, ST2, Sa e Sd-Sz), sendo esta quase sempre superior
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a 90%, excepto os estadios ST1 dos pacientes 3 (86.4%), 5 (83.0%) e 9 (77.3%)
(Tabela 5).

Adicionalmente, foram analisadas as RDMs de células de Sertoli de trés
pacientes. Os valores de desmetilacdo obtidos foram 30.3%, 27.3% e 40.4% para

os pacientes 3, 4 e 15, respectivamente (Tabela 5).

De modo a comparar os perfis de meftilacdo de PMs puras € PMs ndo
puras, agrupou-se os resultados dos pacientes por estadio de espermatogénese e

em PM pura e PM ndo pura (Figura 16 e 17 e Tabela 6).

H19
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Figura 16 - Perfis de metilagdo do gene H19 (18 CpGs) de PMs. Sc (Células de Sertoli). ST1
(Espermatdcitos primdrios). Os circulos representam as CpGs: metiladas (azul), ndo
metiladas (amarelo), polimorfismo C/T (CpG 7), local de ligagdo é da proteina CTCF (CpG

4 - 8). Cada linha representa um perfil e o nUmero de clones (N) por perfil.
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Na andlise da metilacdo da RDM do gene H19 dos espermatdcitos primdrios,
as PMs puras apresentavam 95.8% de metilacdo e as PMs ndo puras 95.1%
(p=0.232) (Tabela 6).

Relativamente ao local de ligacdo 6 da proteina CTCF nos espermatocitos
primdrios, a metilacdo observada foi 94.0% em PMs puras e 92.3% em PMs ndo
puras (p=0.286) (Tabela 6).

Adicionalmente, foram analisadas as RDMs de células de Sertoli. As PMs puras
apresentavam 90.4% de metilacdo e as PMs ndo puras 11.8% (p<0.001). O local
de ligacdo é da proteina CTCF destas células em PMs puras apresentava 96.2%

de metilacdo e as PMs ndo puras 10.0% (p<0,001) (Tabela 6).
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Figura 17 - Perfis de metilagdo do gene MEST (22 CpGs) de PMs. CpGs: metiladas (azul),

ndo metiladas (amarelo). Cada linha representa um perfil e o nimero de clones (N) por

perfil.
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Na andlise da desmetilacdo da RDM do gene MEST dos espermatdcitos
primdrios, as PMs puras apresentavam 94.6% de desmetilacdo e os PMs ndo puros
95.8% (p=0,066) (Tabela 6).

Foram também analisadas as RDMs de células de Sertoli. A desmetilacdo
nestas células € baixa tanto PMs puros como em PMs ndo puras, apresentando o
primeiro grupo uma desmetilacdo de 29.0% e o segundo 40.4% (p<0,001) (Tabela
6).

Adicionalmente, foram analisados os perfis de metilacdo dos genes HI9 e

MEST em células pds-meidticas de PMs ndo puras (Figura 18).
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Figura 18 - Perfis de metilagdo dos genes H19 (18CpGs) e MEST (22CpGs) de estadios
adicionais de PMs ndo puros. Os circulos representam as CpGs: metiladas (azul), nédo
metiladas (amarelo), polimorfismo C/T (CpG 7) do gene HI19, local de ligagdo 6 da
proteina CTCF (CpG 4 - 8, gene H19). Cada linha representa um perfil e o nUmero de
clones (N) por pefrfil.
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Resultados

Na andlise da metilacdo da RDM do gene HI9 em células pds-meidticas de
PMs ndo puras, € possivel observar uma elevada metilacdo nos estadios ST2
(97.2%) e Sa (96.7%; p=0.584), e uma metilacdo de 68,7% no estadio Sd-Sz
(p<0,001, quando comparado com Sa) (Tabela 6). E ainda possivel observar uma
diferenca significativa na metilacdo entre o estadio ST1 e ST2 (p=0.017).

Relativamente ao local de ligacdo é da proteina CTCF em células pos-
meidticas, € possivel observar uma metilacdo semelhante nos estadios ST2 (93.8%)
e Sa (93.3%; p=1,000), e uma metilacdo inferior no estadio Sd-Sz (66.5%; p<0,001;
quando comparado com Sa) (Tabela 6). E também possivel observar um
pequeno aumento, ndo significativo, na metilacdo do local de ligacdo 6 da
proteina CTCF entre os ST1 (92.3%) e 0s ST2 (93.8%; 0p=0.614).

A andlise da desmetilacdo da RDM do gene MEST em células pds-meidticas
revelou uma desmetilacdo elevada em todos os estadios, sendo esta 97.4% em
ST2, 97.7% em Sa (p=0,748) e 98.0% em Sd-Sz (p= 0,669, quando comparado com
Sa) (Tabela ¢). E ainda visivel um pequeno aumento de desmetilacdo, ndo
significativo, enfre células pré-meidticas (95.8%) e o primeiro estadio analisado

para as células poés-meidticas (ST2 — 97.4%; p=0,090).

Tabela 6 - Resultados globais da metilacdo do gene H19 e da desmetilagdo do gene
MEST.

Tipo de NUmero MetilagGo RDM (%) Metilagdo CTCF Desmetilagao (%)
Células de (CpG metiladas/ (%) (CpG ndo
Células total CpG) (CpG metiladas/total
metiladas/ total CpG)
CpG)
Sertoli 200 90.4 96.2 29.0
PM (507/561) (127/132) (204/704)
puro ST1 2900 95.8 94.0 94.6
(1955/2040) (451/480) (1998/2112)
Sertoli 300 11.8 10.0 40.4
(40/340) (8/80) (151/374)
ST1 2585 95.1 92.3 95.8
M (2505/2635) (572/620) (2192/2288)
néo ST2 300 97.2 93.8 97.4
B (661/680) (150/160) (557/572)
Sa 900 96.7 93.3 97.7
(1167/1207) (265/284) (1375/1408)
Sd-Sz 750 68.7 66.5 98.0
(689/1003) (157/236) (927/946)
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Discussdo e Conclusdo

O presente trabalho descreve pela primeira vez perfis de metilacdo dos
genes imprinted H19 e MEST em vdrios estadios da espermatogénese humana em
pacientes com azoospermia secretora devido a paragem de maturacdo (PM)
meidtica.

As técnicas utilizadas - tratamento do DNA com bissulfito de sédio de
modo a permitir os estudo do estado de metilacdo das citosinas localizadas nos
dinucleotideos CpG, amplificacdo do DNA modificado pela técnica de hemi-
nested PCR e clonagem molecular dos fragmentos amplificados por PCR - sdo
extremamente sensiveis e permitiram estudar o estado de metilacdo de cada
CpG individualmente, obtendo os perfis completos de meftilacdo de cada
fragmento presente no produto amplificado. Foi possivel, assim um estudo muito
pormenorizado dos padroes de metilacdo presentes nas células estudadas.
Adicionalmente, estas técnicas permitem obter resultados utilizando um numero
muito reduzido de células (100-800). Este facto, possibilita o estudo de células
humanas da espermatogénese, dificeis de obter, tal como as descritas neste
estudo. No entanto, o tratamento com bissulfito de sdédio causa degradacdo do
DNA, tornando a amplificacdo apenas por PCR single dificil de concretizar. Por
outro lado, na amplificacdo por hemi-nested PCR e/ou na clonagem molecular
pode ocorrer um enviesamento de resultados. Assim, os padroes de metilacdo
menos representados no produto de PCR poderdo ndo aparecer nos resulfados
finais. Estas desvantagens foram ultrapassadas uma vez que pela utilizacdo de
hemi-nested PCR foi possivel obter amplificacdo das regides em estudo. E ainda
pelo facto de se ter efectuado a sequenciacdo directa dos produtos de PCR, o
que permitiu excluir o enviesamento durante o processo de clonagem uma vez
que os padroes de metilacdo globais também foram observados nos fragmentos
individuais.

Os resultados obtidos para as células de Sertoli mostram alelos metilados e
alelos desmetilados tanto em PMs puras como em PMs ndo puras, para os dois
genes estudados. Estes perfis sdo semelhantes aos obtidos num estudo da
metilacdo do gene MEST realizado com células de Sertoli fetais humanas, onde se
observou a presenca de alelos completamente ndo metilados (50%), alelos
totalmente metilados (30%) e alelos com metilagcdo intermédia (8/22 CpGs

metiladas; 20%) (Kerjean et al., 2000). Tais resultados podem ser explicados pelo
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facto de as células de Sertoli serem células somdaticas, pelo que se encontram
presentes as marcas de imprinting maternas e paternas. Contudo, no paciente 3
todos os clones estavam metilados no gene HI19. O método de clonagem e
sequenciacdo permite diferenciar os dois alelos, devido 4 presenca de
polimorfismos. Neste caso particular, verificou-se que ambos os alelos materno e
paterno estavam presentes, o que significa que o resultado obtido ndo se deve a
um enviesamento na reaccdo de PCR. Uma possivel explicacdo seria a linha
germinal feminina apresentar incorrectamente metilacéo no gene HI19, herdada
pelo embrido. No entanto, neste caso, seria de esperar que todas as células do
individuo apresentassem esta metilacdo incorrecta e consequente auséncia de
expressdo do gene HI9. Esta situacdo deveria resultar no impedimento do
desenvolvimento do embrido, uma vez que o gene HI9 € sugerido como
fundamental (Poirier et al., 1991). Levaria também & expressdo bialélica do gene
IGF2, que resultaria também em anomalias no desenvolvimento. Outra
explicacdo seria a metilacdo de novo deste alelo, nas células de Sertoli deste
paciente, através da accdo das enzimas metfiltransferases de novo, embora
esteja ainda por esclarecer se estas enzimas sdo sintetizadas e activas nestas
células.

Erros de imprinting associados a espermatogénese anormal foram j&
descritos, tendo sido observado que pacientes com oligozoospermia e
azoospermia secretora com hipoplasia germinativa apresentavam desmetilacdo
da RDM do gene HI19 (Marques et al., 2004, 2008, 2009; Kobayashi et al., 2007) e
metilacdo do gene MEST (Kobayashi et al., 2007; Marques et al., 2008), sendo
estes erros mais acentuados com o agravamento da patologia (Marques et al.,
2008, 2009). Os resultados obftidos neste estudo sdo concordantes com o©s
observados anteriormente, uma vez que aqui se observaram erros de imprinting,
nomeadamente desmetilacdo completa do gene H19 e/ou metilacdo completa
do gene MEST, em espermatdcitos primdrios de pacientes com paragem de
maturacdo pura e ndo pura e em espermatozdides de pacientes com paragem
de maturacdo ndo pura. Para o gene HI9, os pacientes com paragem de
maturacdo ndo pura parecem apresentar padroes de metilacdo mais
afectados, o que é concordante com o observado em pacientes com

oligozoospermia grave, uma vez que PMs ndo puras podem também apresentar
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clinicamente oligozoospermia muito grave. Deste modo, a paragem de
maturacdo meidtica pura parece ndo afectar o estabelecimento da metilacdo
no gene HI19, embora alguma hipometilacdo possa ser observada. Por outro
lado, a desmetilacdo do gene MEST parece ndo ter sido correctamente
efectuada nos estddios que precedem os espermatdcitos primdrios, tanto em
pacientes com paragem de maturacdo pura como em ndo pura. Isto pode
significar que anomalias no estadio de células primordiais germinativas podem
afectar a espermatogénese futura mas também o apagamento da metilacdo
dos genes imprinted.

Adicionalmente, ratinhos knockout condicionais na linha germinativa para
a enzima Dnmt3a e Dnmt3L apresentam paragem de maturacdo meidtica em
espermatoécitos primdrios e erros de imprinting do gene HI9 em mosadicismo
(Kaneda et al., 2004; Webster et al., 2005). No entanto, um estudo realizado em
pacientes com paragem de maturacdo em espermatocitos e em pacientes com
paragem de maturacdo em espermatogdnias ndo revelou anomalias na
metilacdo do gene HI19 (Hartmann et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo ndo sGo concordantes com os
descritos por Hartmann e colaboradores (2006), uma vez que € possivel observar
alguma desmetilacdo no gene HI19. O estudo anteriormente referido utilizou uma
abordagem com base em andlise de restricdo, com a enzima Taqg|l e single strand
conformation polymorphism (SSCP) para analisar a metilacdo. Afravés desta
abordagem, os autores apenas analisaram uma CpG da RDM do gene HI9, que
corresponde a CpG 9 do presente estudo. A discord@ncia entre os resultados
pode ser explicada pelo facto de a andlise por SSCP ser menos sensivel que a
redlizada neste trabalho. A andlise da CpG 9 mostra que em 275 clones de
espermatoécitos primdrios (PMs puras e PMs ndo puras) apenas 12 apresentavam
esta CpG desmetilada (Figura 16), o que corresponde a 4,36%. Uma
percentagem tdo baixa de desmetilacdo poderd ndo ser detectavel por SSCP, o
gue explicaria o facto de naquele estudo ndo terem sido encontradas anomalias
na metilacdo.

Globalmente, nas PMs puras e ndo puras, € visivel uma metilacdo elevada
para o HI? e desmetiacdo para o MEST, em todos os estadios da

espermatogénese, com excepcdo do estadio Sd-Sz (PM ndo puras) para o gene
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H19, que apresenta um decréscimo na metilacdo. O baixo valor de metilacdo
para este estadio, deve-se ao facto do paciente 13 apresentar apenas 10.3% de
metilacdo. Se este paciente for retirado da andlise de metilacdo da RDM para o
estadio Sd-Sz, obtém-se uma metilagcdo de 98.6%. Esta metilacdo elevada do
gene HI19 e desmetilacdo do gene MEST foi também observada em todos os
estddios da espermatogénese em  individuos que  apresentavam
espermatogénese testicular normal, sugerindo que as marcas de imprinting
enconfravam-se j& estabelecidas no estadio de espermatogdnia humana adulta
(Marques et al., dados ndo publicados), tal como observado nos ratinhos (Kato et
al., 2007). No entanto, o facto da posicdo das citosinas alteradas ser diferente, no
mesmo paciente, entre estadios sugere que eventos de metilacdo/desmetilacdo
podem ocorrer durante a espermatogénese humana. Foi sugerido que a enzima
Dnmt1 pode ser responsdvel pela propagacdo da metilacdo numa regido que &
se encontre parcialmente metilada, agindo assim como uma metiltransferase de
novo (Warnecke et al., 1998; Fatemi et al., 2001). Tal facto poderd explicar a re-
metilacdo verificada ao longo da espermatogénese, uma vez que esta enzima
se enconfra presente em todos os estddios da espermatogénese humana
(Marques et al., dados ndo publicados).

Relativamente ao local-6 de ligacdo da proteina CTCF, foi também
verificada a existéncia de clones com CpGs ndo metiladas. Uma vez que a
proteina CTCF se liga apenas na presenca de DNA ndo metilado, a desmetilacdo
de CpGs do local de ligacdo da proteina CTCF pode conduzir a ligacdo desta
proteina e consequente expressdo anormal do H19 e uma inactivacdo anormal
do IGF2. No entanto, a andlise estatistica ndo revelou diferencas significativas na
metilagcdo/desmetilacdo entre os espermatdcitos primdrios de PMs puras € PMs
ndo puras (p=0,232 para o HI19; p=0,066 para o MEST) sugerindo que estas duas
condicdes ndo sdo diferentes no que respeita as marcas de imprinting mas que
ambas, uma vez que apresentam espermatogénese anormal, podem apresentar
erros de imprinting nas células da espermatogénese que estdo presentes no
testiculo.

Actualmente, o uso de espermatozdides testiculares para injeccdo
infracitoplasmdtica de espermatozdide (ICSI - intracytoplasmatic sperm injection)

€& o método mais utilizado no tratamento de infertiidade masculina severa. Foi
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sugerido que esta técnica, por ultrapassar a seleccdo natural de
espermatozdides aberrantes, pode causar, no embrido, divisdes celulares
iregulares devido a manipulacdo mecdanica dos gdmetas (Hewitson et al., 1999)
e pode transmitir geneticamente inferfilidade (Ma et al., 2000). Adicionalmente, o
uso de espermatozoéides testiculares para ICSI levantou a questdo se o imprinting
gendmico destes g@metas ja estaria correctamente estabelecido (Tycko et al.,
1997). Como referido anteriormente, j& foi descrito que as marcas de imprinting
na linha germinal masculina, j& se encontram correctamente estabelecidas antes
de as células enfrarem em meiose (Kerjean et al., 2000), mais concretamente em
espermatogoénias A (Marques et al., dados ndo publicados). Também no
presente estudo, a metilacdo do gene HI19 e desmetilacdo do gene MEST eram
elevadas nos estadios estudados, sugerindo que as marcas de imprinting estdo j&
estabelecidas nas células da espermatogénese humana adulta.

Estudos clinicos referram uma elevada incidéncia de doencas
relacionadas com imprinting gendmico em criangas concebidas por técnicas de
reproducdo medicamente assistida (Hartmann et al., 2006). Foi também descrito
que o uso de espermatozdides testiculares de pacientes com azoospermia
secretora para ICSI resulfa em taxas de ferfilizacdo e gravidez baixas quando
comparadas com as obfidas para pacientes com azoospermia obstructiva
(Vernaeve et al., 2003). No presente estudo verificou-se que pacientes com
azoospermia secretora devido a paragem de maturacdo podem apresentar
erros de imprinting nos espermatozodides testiculares, o que poderd explicar as
baixas taxas de fertilizacdo e gravidez observadas no uso de espermatozdides
testiculares em determinados casos de azoospermia secretora.

Uma vez que foi observado, em células de Sertoli de um paciente, a
presenca apenas de clones metilados e nos restantes pacientes foi visivel a
presenca de clones com metilacdo intermédia, futuramente seria interessante
estudar a expressdo das enzimas metiltransferases do DNA em células de Sertoli
para averiguar se estas sdo sintetizadas, estdo activas e a sua localizacdo celular
neste fipo de células. Um outro estudo possivel seria analisar a expressdo das
enzimas metiltransferases do DNA nas células da espermatogénese de pacientes
com azoospermia secretora e comparar a sua expressdo em relacdo a pacientes

com espermatdégenese normal (Marques et al., dados ndo publicados).
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Tal como referido, neste trabalho € descrito, pela primeira vez, os perfis de
metilacdo de dois genes imprinted, H19 e MEST, em pacientes com azoospermia
secretora devido a paragem de maturacdo. Foi demonstrado que, embora a
metilacdo das células espermatogénicas seja globalmente elevada, estas
apresentam desmetilacdo completa ou parcial do gene HI19, incluindo o local de
ligacdo-6 da proteina CTCF, e hipermetilacdo e metilacdo completa do gene
MEST. Em conclusdo, verificou-se que pacientes com paragem de maturacdo
pura e ndo pura apresentam também erros de imprinting, tal como descrito
anferiormente em pacientes com oligozoospermia e azoospermia. Estes erros
poderdo afectar o desenvolvimento do embrido quando fransmitidos a
descendéncia. Este estudo pretende ser um contributo para a associacdo,
recentemente observada, enfre espermatogénese anormal e ocorréncia de

erros de imprinting.
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ANEXO |

Tratamento com bissulfito de sédio utilizando o EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen)

1) Adicionar d amostra os reagentes de acordo com a Tabela 7 e pela
ordem indicada.

Tabela 7 - Componentes da Reacgdo de Bissulfito de Sodio.

Reagentes Volume por amostra (uL)
Amostra Variavel* (até 40uL)
H20 Variavel*

Mix de Bissulfito 85
DNA Protect Buffer | 15

*O volume da amostra em conjunto com o da dgua ndo deve ultrapassar os 40uL.

2) Realizar a conversdo do DNA utilizando um termociclador e o seguinte
programa:

99°C 99°C 99°C

5 min 25 min 5 min 85 min 5 min 175 min b

Figura 19 - Condigoes para a reacgdo de conversao.

3) Centrifugar brevemente os tubos de PCR que contém a reaccdo de
bissulfito.

4) Transferir as reaccdes de bissulfito para tubos de 1,5mL e proceder G
purificacdo.

5) Adicionar 560uL de tampdo BL. Vortexar e centrifugar brevemente.
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6) Transferir a mistura para uma coluna EpiTect (fornecida com o kit).

7) Centrifugar durante Tmin & velocidade mdaxima. Descartar o flow-through
e colocar a coluna novamente no tubo colector.

8) Adicionar 500uL de tampdo BW & coluna e centrifugar durante Tmin &
velocidade madxima. Descartar o flow-through e colocar a coluna
novamente no tubo colector.

?) Adicionar 500uL de tampdo BD e incubar durante 15min & temperatura
ambiente.

10) Centrifugar durante Tmin & velocidade maxima. Descartar o flow-through
e colocar a coluna novamente no tubo colector.

11) Adicionar 500uL de tampdo BW & coluna e centrifugar durante Tmin &
velocidade maxima. Descartar o flow-through e colocar a coluna
novamente no tubo colector.

12) Repetir o passo anterior.

13) Colocar a coluna num novo tubo colector de 2mL. Cenfrifugar durante
Imin a velocidade mdaxima para remover possiveis residuos de etanol.

14) Colocar a coluna num novo fubo de 1,5mL. Adicionar 20uL de tfampdo EB
Nno centro da membrana.

15) Centrifugar durante Tmin a aproximadamente 12,000 rom.

16) Colocar a coluna num novo tubo de 1,5mL e adicionar 20uL de tampdo
EB no centro da membrana, para se obter 2 eluicdes.

17) Centrifugar durante Tmin a aproximadamente 12,000 rom.

18) Armazenar o DNA a -20°C até ser utilizado.
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ANEXO I

Purificagdo dos produtos de PCR utilizando o GFX PCR-DNA Purification Kit

1)

2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)
?)

(Amersham Biosciences)

Adicionar 500uL de tampdo de captura tipo 2 & amostra e carregar esta
mistura na coluna de purificacdo (com o tubo colector).

Centrifugar durante 30seg a 14000 rpm.

Descartar o flow-through e colocar novamente a coluna no tubo colector.
Adicionar 500uL de tampdo de lavagem tipo 1 a coluna.

Centrifugar durante 30seg a 14000 rpm.

Descartar o tubo colector e colocar a coluna de purificacdo num novo
tubo de 1,5mL.

Adicionar 20uL de tampdo de eluicdo tipo 4 no centro da membrana da
coluna gquando se tratar de amostras do gene HI19 e 30uL quando forem
amostras do gene MEST.

Incubar durante Tmin & tfemperatura ambiente.

Centrifugar durante Tmin a 14000 rom para recuperar o DNA purificado no

fundo do tubo.

10) Armazenar a -20°C até a utilizacdo.

67



ANEXOS

ANEXO Il

Clonagem molecular utilizando o kit TOPO TA Cloning (Invitrogen)

1) Preparar areaccdo de clonagem de acordo com a Tabela 8.

Tabela 8 - Componentes da reacgdo de clonagem.

Reagente Volume (uL)
Produto de PCR 0.5-4
Solucdo Salina 1

Agua Até perfazer 5uL
Vector TOPO 1
Volume Final 6

2) Vortexar a mistura e incubar durante 15min a temperatura ambiente.

3) Adicionar 2uL da reaccdo de clonagem a uma aliqguota de bactérias, e
agitar suavemente.

4) Incubar em gelo durante 30min.

5) Colocar a adliguota de bactérias durante 30seg a 42°C, para provocar
choque térmico.

6) Transferirimediatamente para gelo e deixar durante 2min.

7) Adicionar 250uL de meio S.0O.C.

8) Colocar o tubo num agitador orbital durante 1h a 37°C e agitacdo a
225rpm.

?) Espalhar 40uL de IPTG e X-Gal nas placas de cultura.

10) Espalhar 50uL das bactérias fransformadas numa placa e 100yl noutra, de
modo a se obter duas concentracoes.

11) Incubar as placas a 37°C durante a noite numa estufa térmica.

12) Picar 29 coldnias brancas para nova placa utilizando um palito estéril.

13) Das primeiras 20 coldnias colocar o palito usado em tubos com TE (Tris-HCI

10mM, EDTA TmM, Sigma) 10, Usar o conteldo do tubo (suspensdo de
bactérias) para a amplificacdo do plasmideo.
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14) Colocar a nova placa na estufa e deixar a crescer durante a noite.
15) As restantes placas selar com parafilme e guardar a 4°C.

16) No dia seguinte, refirar as placas da estufa e guardar a 4°C para possivel

nova ufilizacdo.

69



