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RESUMO

No presente trabalho, estudou-se a metilagio da DMR do gene HI9
através de diversas metodologias moleculares, incluindo a mutagdo di-
rigida do DNA pelo bissulfito de sédio, a clonagem de fragmentos de
DNA em vectores bacterianos, e a sequenciagio do DNA. Foram es-
tudados 69 clones de 5 amostras de espermatozéides isolados de ho-
mens com concentra¢gdo normal de espermatozodides no sémen (= 20
x 10%/ml) e 31 clones de 2 amostras de espermatozdides isolados de
pacientes com oligozoospermia grave (< 5 x 10°/ml). Verificimos
que nos espermatozdides dos pacientes com oligozoospermia grave a
larga maioria dos clones apresenta metilagio incompleta (26,/31,
83,9%), situagio contrdria ao verificado nos clones dos espermatozoi-
des oriundos das amostras com normozoospermia (33 /69, 47,8%).
Na oligozoospermia grave, a média de CpG ndo metiladas foi de 4,1,
com uma variagio de 1-17 CpG atingidas, enquanto que na normo-
zoospermia a média foi de 0,7 ¢ a variag¢do de 1-3, sendo a diferenga
entre as médias significativa (p = 0,001). A ndo metila¢io de maltiplas
CG em simultineo ocorreu em 5,/33 (15,2%) dos clones com défices
de metilagdo no grupo da normozoospermia, enquanto que na oligo-
zoospermia grave a maioria dos casos (19,/26, 73,1%) apresentou nio
metilagdo associada em simultineo. Do mesmo modo, por cada po-
si¢io CpG, a taxa de défice de metilagio na normozoospermia foi
sempre inferior a 10%, com excep¢io das CG-6 ¢ 9 (12 ¢ 14%), en-
quanto que na oligozoospermia grave a maioria dos casos apresentou
valores superiores a 20% de nio metilagio (p = 0,000-0,044). A nio
metilagio completa do local de ligagio da proteina CTCF (CpG 4-8)
apenas foi encontrada nos casos de oligozoospermia grave (3 /31,
9,7%). Em conclusido, os espermatozdides dos pacientes com oligozo-
ospermia grave apresentam taxas elevadas de erros de imprinting ge-
némico, pelo que existe a possibilidade de transmissao desses erros a
descendéncia durante os tratamentos por microinjec¢do. Na auséncia
de metilagio da DMR do H19, existe a possibilidade de ligagao da
CTCEF ao alelo paterno e consequente transmissdo de dois alelos H19
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activos e de dois alelos IGF2 inactivos, o
que se prevé afectar negativamente o de-
senvolvimento embrionario iz vitro. Os
resultados aconselham, por isso, que antes
do tratamento da infertilidade por ICSI se
peca um estudo do imprinting genémico
dos espermatozdides para avaliagdo do
risco.

Palavras chave: Imprinting genémico.
Espermatogénese. Infertilidade. Gene
H19. Oligozoospermia.

ABSTRACT

Study of genomic imprinting in spermatozoids
from patients with oligozoospermia

In the present study, we evaluated the methyla-
tion status of H19 gene DMR (Differentially
Methylated Region) using sodium bisulphite tre-
atment of DNA, cloning of PCR (Polymerase
Chain Reaction) products and automated DNA
sequencing. We studied 69 clones from 5 sperm
samples obtained from males with normal sperm
counts (=20 x 106 Sz/mL) and 31 clones from
2 sperm samples isolated from patients with seve-
re oligozoospermia (< 5 x 106 Sz/mL). In sperm
cells from severe oligozoospermic patients, we
observed that the majority of clones (26/31,
83.9%) presented incomplete methylation, in
contrast to clones obtained from sperm from nor-
mozoospermic males (33,/69, 47.8%). In severe
oligozoospermia, the average of unmethylated
CpGs was of 4.1, ranging between 1 to 17 affec-
ted CpGs, while in normozoospermia the average
was of 0.7, ranging from 1 to 3 affected CpGs,
being statistically significant the difference between
the two groups (p=0.001). The simultancous
demethylation of multiple CpGs occurred in
5/33 (15.2%) of the clones with incomplete
methylation in the normozoospermia group,
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while in severe oligozoospermia the majority of the cases (19,/26,
73.1%) presented associated demethylation simultaneously. Conco-
mitantly, for each CpG position, the level of methylation deficit in
normozoospermia was always inferior than 10% with the exception
of CpG 6 and 9 (12 and 14%, respectively), while in severe oligozo-
ospermia the majority of cases presented values of demethylation
superior than 20% (P = 0.000-0.044). The complete demethylation
of CTCF protein binding site (CpG 4-8) was only found in severe
oligozoospermic cases (3,/31, 9.7%). In conclusion, sperm from se-
vere oligozoospermic patients present high rates of genomic imprin-
ting errors, leading to the possibility of transmission of these errors
to the offspring during ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection)
treatments. In the absence of methylation at H19 DMR, CTCF
protein might bind to the paternal allele and, consequently, promo-
te the transmission of two active H19 and two inactive IGF2 alleles.
This situation could negatively affect the in vitro development of
preimplantation embryo. Thus, these results suggest the importance
of a previous study of genomic imprinting in sperm before the ICSI
procedure, in order to evaluate the existence of any risk.

Key words: Genomic imprinting. Spermatogenesis. Gene H19. Oli-
gozoospermia.

INTRODUGAO

O imprinting genémico ¢ um mecanismo de regulag¢io
da expressio dos genes que permite apenas a expressio
de um dos alelos parentais. Assim, e ao contririo da
maioria dos genes em que a expressio ¢ bi-alélica, os
genes que estio submetidos a este mecanismo tém uma
expressio mono-alélica. De um modo geral, os genes
submetidos a imprinting encontram-se préximos ou as-
sociados no genoma (dominios de imprinting). Os do-
minios de imprinting mais estudados, situam-se nos
cromossomas 11 e 15. Na regido 11p15.5 encontram-
se os genes H19 e IGF2, cujo défice de imprinting ori-
gina o sindrome de Beckwith-Wiedemann. Na regido
15q11-13 situam-se os genes SNRPN e UBE3A, cujo
défice de imprinting origina o sindrome de Prader-Wi-
lli e o sindrome de Angelman. A expressio aberrante
destes genes sujeitos a imprinting pode provocar defei-
tos no desenvolvimento embriondrio e da placenta,
anomalias neurolégicas e cancro!.

Os sindromes de Angelman e de Beckwith-Wiede-
mann sio muito raros, estando a sua frequéncia ligeira-
mente aumentada nas criangas nascidas por reprodugio
medicamente assistida, quer por fecunda¢io in vitro
(FIV) do espatozdide, por microinjecgdo intracitoplas-
matica (ICSI). Existem 3 casos de crian¢as nascidas por
ICSI e com Sindrome de Angelman, e 20 casos de
criangas com o Sindrome de Beckwith-Wiedemann
nascidas por ICSI (10 casos) e por FIV (10 casos)?. Es-
tes dados sugerem a possibilidade de a transmissio de
defeitos de imprinting estar associada as técnicas de re-
produgio medicamente assistida. Em todas estas crian-
¢as acima descritas, a causa do sindrome deveu-se a de-
feitos na metila¢gio do alelo materno, provavelmente
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por anomalias na reprogramagio genética que ocorre
nos embrides em cultura apés a fase de 4 células. Em
relagio a possibilidade da transmissio de defeitos de
imprinting no alelo paterno durante a microinjec¢iao
por infertilidade masculina, poucos estudos foram efec-
tuados e nenhum se revelou conclusivo®*.

De um modo geral, a marca de imprinting consiste
na metilagio das citosinas dos dinucledtidos CG, si-
tuados em ilhas CpG, que sdo zonas do genoma em
que a frequéncia deste dinucleétido é, comparativa-
mente ao resto do DNA, muito elevada. As ilhas CpG
encontram-se normalmente associadas ao promotor de
um gene. De um modo geral, a metila¢do de uma ilha
CpG inactiva a expressio desse gene. Na maioria dos
casos, estas alteragdes epigenéticas ocorrem apenas
num dos alelos do gene, enquanto que o outro alelo
permanece desmetilado e activo. Deste modo, o en-
contro dos dois alelos parentais, um metilado e outro
nio metilado, paterno e materno, na fertiliza¢io, per-
mite um desenvolvimento embriondrio normal’. As
marcas de imprinting herdadas (oriundas dos esperma-
tozbides e dos ovécitos) sao primeiro apagadas (des-
metila¢do global do genoma) nas células germinais pri-
mordiais durante as primeiras fases da vida fetal. De
seguida, as marcas do imprinting sio restabelecidas
(metilagio preferencial de determinados genes) duran-
te a gametogénese consoante o sexo do feto, ainda
durante a vida fetal no caso da ovogénese, e ap6s a pu-
berdade no caso da espermatogénese. Existem duas fa-
ses de reprogramagio epigenética. A primeira fase é
caracterizada por uma desmetila¢io global de todo o
genoma nas células germinais primordiais, fenémeno
secundado por uma vaga de metila¢do dependente do
sexo embriondrio (imprinting parental) que se efectua
nas fases iniciais da gametogénese. A segunda fase
ocorre durante o periodo de desenvolvimento embrio-
ndrio pré-implantagdo, verificando-se uma desmeti-
lagio dos genomas materno e paterno, com excep¢io
dos genes submetidos a imprinting, que se encontram
protegidos deste fendmeno. A maioria dos genes sub-
metidos a imprinting parental sio genes essenciais para
o desenvolvimento normal do embrido®.

Dos genes sujeitos a imprinting parental, o gene
H19 ¢ dos melhores estudados. Nos humanos, locali-
za-se¢ no cromossoma 11 (11pll.5) e encontra-se
metilado no alelo paterno (silenciamento) e nao-meti-
lado no alelo materno (transcri¢do activa). Codifica
para um hnRNA que, apds processamento (splicing),
se transforma num mRNA poli-adenilado com 2,5
Kb. Este mRNA ¢ transportado para o citoplasma,
ndo sendo traduzido em proteina®!®. O gene HI9 ¢
essencialmente transcrito nos tecidos mesodérmicos e
endodérmicos fetais, sendo inibida a sua transcri¢io
em todos os orgios apds o0 nascimento, com excepgao
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do figado!!. A desregulagio deste sistema estd associa-
do com o desenvolvimento de neoplasias fetais, pelo
que o mRNA transcrito do gene H19 parece actuar
como factor oncofetal'?.

Como acontece com a maioria dos genes sujeitos a
imprinting, o gene HI19 possui uma regido diferen-
cialmente metilada (DMR), que se localiza de (-2,0)
a (-3,4) Kb do local de inicia¢io da transcrigio. Esta
DMR possui todos os critérios para se considerar que
estd sujeita a imprinting: #) apresenta metilagio pater-
na especifica nas células somadticas; &) estd metilada
nos espermatozoéides, ¢ ¢) a metilagdo permanece es-
tavel durante o desenvolvimento embriondrio pré-im-
plantagio'®*. A DMR do H19 ¢ constituida por 3,5 re-
petigdes directas de uma sequéncia com 400 bp. A
sequéncia com 400 bp possui seis sequéncias conser-
vadas (hcs 1-6), cada uma com 39 bp. Destas, as hcs
4-6 apresentam homologia com os ratinhos e os
ratos®. Dentro de cada hcs existe um namero variavel
de CpGs, das quais um grupo restrito de 4-5 CpGs
constitui um nucleo altamente conservado. O ntcleo
altamente conservado da hcs6, com 5 CpGs, repre-
senta um local de ligagdo (local CTCFE6) da proteina
CTCEF, a qual tem uma fun¢io reguladora e limita a
actividade dos activadores de transcri¢do do gene!®.

O gene IGF2 localiza-se a (-90) Kb do gene HI9e¢
codifica para o factor de crescimento tipo II da insuli-
na (IGF2). Nos ratinhos, verificou-se que a proteina
IGF2 tem uma ac¢do mitogénica, funcionando como
factor de proliferagio e diferenciagio celulares, pro-
movendo assim o crescimento embriondrio e fetal'®.
Nos humanos, a expressio da proteina IGF2 ¢ conti-
nua, embora diminua apds o nascimento!'®!”. Os ge-
nes H19 e IGF2 apresentam um imprinting oposto,
ou scja, o gene IGF2 nio sofre metilagio diferencial
nos gametas, sendo a sua expressio monoparental re-
gulada indirectamente pelo imprinting do gene HI9.
Este mecanismo ¢ explicado pelo facto dos dois genes
partilharem a mesma sequéncia cis-reguladora (regiao
3’ do gene HI19) que contém activadores génicos co-
muns. No caso do alelo paterno, em que a DMR do
gene H19 esta metilada, a proteina CTCF nido conse-
gue ligar-se as CpGs metiladas, pelo que o gene IGF2
¢ transcrito (por activag¢do do seu promotor pelos ac-
tivadores endodérmicos comuns aos dois genes), en-
quanto que a expressio do gene HI19 ¢ inibida. A si-
tuag¢do oposta ocorre no alelo materno. Neste caso, a

CTCEF liga-se a DMR do gene HI19 porque as CpG
nio estio metiladas, sendo o gene H19 transcrito e a
expressio do IGF2 silenciada (a ligagio da CTCF im-
pede o acesso dos activadores ao promotor do gene
IGF2)'%1820_ Ou seja, na linha germinal masculina ha
silenciamento do H19 e transcri¢io do IGF2, enquan-
to que na linha germinal feminina hd expressio do
H19 e silenciamento do IGF2.

Recentemente?!, verificamos existir um défice glo-
bal da metilagio do gene HI9 nos espermatozodides
dos pacientes com oligozoospermia, em 30% dos ca-
sos com oligozoospermia grave (< 5 x 10%/ml) ¢ em
17,4% dos casos com oligozoospermia moderada (= 5
<20 % 10/ml), mas nio nos espermatozodides dos ho-
mens com concentragio normal de espermatozdides
no e¢jaculado (= 20 x 10°/ml). No presente estudo,
apresentamos uma andlise mais detalhada do padrio
de metilagio do gene H19. Para isso, em vez de estu-
dar a metilagdo por amostra total de espermatozdides,
efectuamos uma andlise por espermatozodide através
da técnica da clonagem molecular, comparando a
normozoospermia com a oligozoospermia grave.

MATERIAL E METODOS
Isolamento de espermatozéides do ejaculado

Sob consentimento informado, estudaram-se 5 ejacu-
lados de homens com parimetros seminais normais*
e 2 ejaculados de pacientes com oligozoospermia gra-
ve (1.180 x 10°/ml ¢ 1,6 x 10°/ml). Ap6s lique-
facgdo do sémen, os espermatozodides morfologica-
mente normais ¢ com motilidade progressiva ripida
foram purificados por centrifugacio de gradientes
(Ixaprep; Medicult, Copenhagen, Denmark) seguido
de swim-up.

Extraccao do DNA dos espermatozdides

A extracgdo do DNA dos espermatozéides foi efec-
tuada utilizando o método de lise alcalina, com KOH
e DTT?,

Mutacéo dirigida do DNA pelo bissulfito de sadio

O tratamento com bissulfito de sédio permite o estu-
do da metilagio das citosinas do DNA, pois converte

TABELA 1. Alteragdes no DNA gendmico provocadas pelo bissulfito de sédio

DNA original Mutacéo pelo bisulfito Na 12 amplificacdo 2% amplificacdo Leitura na sequenciacao
C-CH, C G C CG metilada

C U A T CG nio-metilada
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as citosinas nio metiladas em uracilo, deixando as ci-
tosinas metiladas como citosinas. Deste modo, apds
amplificagio da regido e sequenciagio do DNA, po-
demos avaliar o estado de metilagio de cada citosina
individualmente (tabela 1).

O tratamento pelo bissulfito de sédio foi efectuado
por dois métodos alternativos, o de Manning et al’ e
pelo reagente comercial CpGenome DNA Modifica-
tion Kit (Intergen).

Amplificacido do DNA

A amplificagio do DNA foi efectuada por hemi-nes-
ted PCR, obtendo-se um produto de 231 bp do gene
HI9 com 18 CpGs da DMR e que inclui a regido
hecs6 onde a CECT se liga (GenBank accession n.°
AF125183; nucledtidos 6005-6326)*. Os produtos
de PCR foram separados por clectroforese num gel a
2,5% de agarose, e visualizados por fluorescéncia apds
colorag¢io do DNA com brometo de etidio.

Clonagem dos produtos de PCR

Os fragmentos de DNA amplificados foram clonados
com transformagdo de bactérias, sendo que cada col6-
nia transformada apenas possui o DNA referente a
um s6 espermatozoéide. Para este efeito foi utilizado o
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) com a estirpe
DHb5a de Escherichin coli. A extracgdo do DNA plas-
midico foi efectuada com recurso ao Kit QIAprep
Spin Miniprep (Qiagen). A amplificagio do DNA foi
efectuada por PCR como acima descrito.

Sequenciacao do DNA

Os produtos de PCR foram purificados com o kit
GFX PCR-DNA and Gel Band Purification Kt
(Amersham Pharmacia). Apds a purificag¢io, os frag-
mentos de DNA foram sequenciados automaticamen-
te (fig. 1) utilizando o kit BigDye Terminator Cycle
Sequencing vl.1 Ready Reaction (Applied Biosys-
tems) num ABI PRISM 310 Genetic Analyzer com
software adequado (DNA Sequencing Analysis®, Ap-
plied Biosystems).

Analise estatistica

As médias entre grupos foram comparadas recorrendo
ao teste T de student (2-tailed). A comparagdo entre
grupos relativo as frequéncias percentuais foi efectuada
pelo teste do qui quadrado (2-tailed). Para a andlise
estatistica utilizou-se o programa SPSS 9.0 Windows.
O intervalo de confianga foi de 95%, considerando-se
o p significativo quando inferior a 0,05.

RESULTADOS

Foram estudados 69 clones obtidos de 5 amostras de
sémen de homens com concentragio normal de es-
permatozdides no ejaculado, ¢ 31 clones obtidos de 2
amostras de sémen de pacientes com oligozoospermia
grave.

e
R

Figura 1. Anilise da metila¢do apds tratamento com o bissulfito de sédio seguido de sequenciagio do DNA. A. Exemplo de clone com as
CpG 4-8 ndo metiladas (regido de ligagio da CTCF). B. Exemplo de clone com as CpG 4-8 metiladas. C. Exemplo de clone com as CpG

11-18 nio metiladas.
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Figura 2. Diagrama com o padrio de metilagio das 18 CpGs do gene H19 nos clones analisados. A CpG-7 (dentro de rectingulo) ¢ um lo-
cal polimoérfico, pelo que a sua nio metilagido nio corresponde a um défice. O local de ligagio da proteina CTCEF corresponde as CpG 4-8.

Citosina metilada (preto) e citosina ndo metilada (cinzento).

Normozoospermia

Nos clones derivados das amostras normozoospérmi-
cas (fig. 2), 36/69 (52,2%) dos clones apresentaram
um padrio normal de metilagio, enquanto que
33/69 (47,8%) dos clones apresentaram metilagdo in-
completa. A CpG na posi¢io 7 representa um local
polimérfico (polimorfismo C/T; GenBank acession
number AF125183, posi¢io 7966), querendo isto di-
zer que na populagio coexistem as formas metilada e
nio metilada sem qualquer significado patolégico: em
39/69 (56,5%) dos clones no total das amostras, em
18,/36 (50%) dos clones no grupo restrito da amostra
sem défices de metilacio noutro local, ¢ em 21,/33
(63,6%) dos clones no grupo restrito da amostra com
défices de metilagio noutro local, o que confirma o
caricter polimérfico da CpG-7. Nos 33 clones com
alteragio da metilag¢io, 21 clones atingiram uma sé
CG, 8 clones apresentaram nio metila¢io em simulta-

11

neo em duas CG, ¢ 4 clones estavam nio metilados
em trés CG em simultineo (fig. 3A). Nos 33 clones
com défice de metila¢do, o local de ligagio da CTCF
(CpG 4-8), apenas foi encontrado nio metilado par-
cialmente em 12 clones, 10 clones numa CG e 2 clo-
nes em duas CG (fig. 3A). No total dos clones, a mé-
dia de défices de metilagio foi de 0,71 (variagio: 0-3;
SD: 0,893; SEM: 0,108), e de 1,485 (variagio: 1-3;
SD: 0,712; SEM: 0,124) considerando apenas os clo-
nes com défices de metilagio.

Oligozoospermia severa

Nos clones derivados das amostras com oligozoosper-
mia severa (fig. 2), 5/31 (16,1%) dos clones apresen-
taram um padrio normal de metilagio, enquanto que
26/31 (83,9%) dos clones apresentaram metila¢io in-
completa. Nos 26 clones com alteragio da metilagio,
7 clones apresentaram apenas uma CG nio metilada,
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Figura 3. Frequéncias percentuais (eixo dos Y) de clones com défice de metila¢io na (A) normozoospermia (n = 33) ¢ na (B) oligozoosper-
mia severa (n = 26), com o nimero de CG nio metiladas em simultineo encontrando-se indicado no cixo das abcissas. A esquerda analisa-
se a % de clones com 1 ou mais CG ndo metiladas no total de clones com défice de metilagdo, e a direita a % de clones com 1 ou mais CG

ndo metiladas na regido de ligagio da CTCF (CpG4-8).

enquanto que os restantes apresentaram varias CG nio
metiladas em simultineo: em duas CG (6 clones), trés
CG (4 clones), quatro CG (1 clone), seis CG (1 clo-
ne), nove CG (3 clones), dez CG (1 clone), quinze
CG (1 clone) e em dezassete CG (2 clones) em simul-
taneidade (fig. 3B). De salientar ter-se encontrado um
clone com quinze CG nio metiladas e dois clones com
todas as CG nio metiladas. O local de ligagio da
CTCEF (CpG 4-8) foi encontrado nio metilado em 13
clones: 8 clones numa s6 CG, 2 clones em duas CG
em simultdneo, ¢ ndo metilado na sua totalidade em 3
clones. A nio metila¢io polimérfica da CpG-7 foi en-
contrada em 14 /31 (45,2%) dos clones no total das
amostras, em 2/5 (40%) dos clones no grupo restrito
da amostra sem défices de metilagio noutro local, e
em 12/26 (46,2%) dos clones no grupo restrito da

amostra com défices de metilagio noutro local. No to-
tal dos clones, a média de défices de metilagdo foi de
4.097 (variagdo: 0-17; SD: 4.982; SEM: 0,895), e de
4.885 (variagio: 1-17; SD: 5.078; SEM: 0,996) consi-
derando apenas os clones com défices de metilagio.

Estudo comparativo

A comparagio estatistica entre as médias de clones
com défices de metila¢io revelou diferengas significa-
tivas entre a normozoospermia ¢ a oligozoospermia
grave, quer em relagio ao total dos clones (p =
0,001), quer em relagio aos clones com défices de
metila¢do (p = 0,002).

Em relagio a andlise comparativa das frequéncias
percentuais de ndo metilagdo por cada CpG, verifica-
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Figura 4. Frequéncias percentuais (eixo dos Y) de clones com défice de metilagio na (A) normozoospermia (n = 69) e na (B) oligozoosper-
mia severa (n = 31) por cada CG (eixo das abcissas). O local da CpG-7 ¢ polimoérfico.
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ram-se diferengas significativas (p = 0,000-0,044) en-
tre a normozoospermia e a oligozoospermia grave em
todos os casos, com excep¢io dos locais CpG-3, 5, 7,
8 ¢ 9. Em relagdo a normozoospermia, a percentagem
de nio metilagio foi sempre inferior a 10%, sendo as
citosinas com maior percentagem de desmetilagio as
CpG-6 ¢ 9 (fig. 4A). Pelo contririo, na oligozoosper-
mia severa, a percentagem de nio metilagio foi prati-
camente sempre superior a 10%, encontrando-se as
maiores percentagens de nio metilagio (> 30% dos
clones) nas CpG-2, 12, 14, 17 e 18 (fig. 4B). Em
duas CpGs de amostras com normozoospermia, as
CG-10 ¢ CG-18, todos clones se encontraram to-
talmente metilados, enquanto que nos clones da
oligozoospermia severa estas CG apresentaram uma
percentagem de ndo metilagio de 16% e 35%, respec-
tivamente.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelam que os pacientes com
oligozoospermia grave apresentam defeitos na meti-
la¢do do gene HI9, traduzidos pelo elevado niimero
de citosinas que se apresentavam nio metiladas neste
gene (83,9%) e pela elevada frequéncia de maltiplas
CpG nio metiladas em simultineo, quer fora quer
dentro da regido de ligagio da CTCEF. O facto de nes-
tes pacientes se terem encontrado dois clones total-
mente nido metilados sugere um risco acrescido de
transmissdao de defeitos de imprinting, uma vez que o
alelo paterno deste gene ¢ metilado nos espermato-
zbides. Adicionalmente, em 3 dos clones de oligozo-
ospermia grave verificou-se uma auséncia total de me-
tilagio em todas as cinco CG que constituem o local
de liga¢do da proteina reguladora CTCF6 (CpG 4-8).
Este tipo de erro de imprinting nos espermatozoides
poderd conduzir a um desenvolvimento anormal do
embrido, uma vez que o défice da metilagio activa o
gene HI9 (pelo que dois genes HI19 activos estardo
presentes no embrido) e inibe o gene IGF2 (pelo que
dois genes IGF2 inactivos estardo presentes no em-
brido)?+2.

Os espermatozéides de homens normozoospérmi-
cos apresentaram também uma metilagio incompleta
das citosinas, embora em muito menor nimero. Este
facto sugere que serd mais importante na transmissio
de um imprinting correcto o grau de metilagio global
do gene e nio a metilagio de algumas citosinas em
particular. No entanto, verificou-se uma diferenca sig-
nificativa na ocorréncia de nio metilagio na maioria
das CpGs, sugerindo que estas CpGs podem estar
mais susceptiveis a desmetila¢io nos espermatozdides
de oligozoospérmicos graves.

13

A auséncia de metilagio nas CpG do gene HIY9
pode ser devida a dois factores, ou por défices do pro-
cesso de desmetilagdo fetal, ou por défice de meti-
lagdo diferencial pelas DNA-metiltransferases, enzi-
mas que estabelecem a metila¢do dos genes imprinted
durante a gametogénese. Os nossos resultados prévios
da andlise do gene MEST?! sugerem que a ndo meti-
lagdo nio se deve a défices do processo de desmeti-
lagdo global. De facto, o gene MEST, um gene que se
mantém desmetilado na espermatogénese, encontrou-
se sempre niao metilado nas amostras de oligozoos-
permia grave. Estes resultados sugerem, assim, que na
oligozoospermia grave existe uma actividade anémala
das DNA-metiltransferases, o que as implica pela pri-
meira vez nos defeitos na espermatogénese.

Dois estudos prévios haviam também estudado em
espermatozoéides a regido hcs-6 da DMR do gene
HI19. Num desses trabalhos, os autores verificaram
uma metilagio completa das CG, tendo analisado 30
clones a partir de trés ejaculados com concentragdo
normal de espermatozoides*. Pelo contririo, os nos-
sos resultado demonstram um défice de metilagio de
47,8% nas amostras oriundas de ejaculados com con-
centra¢io normal de espermatozéides, sendo esta di-
ferenga explicivel pelo maior nimero de amostras que
estudamos. No outro estudo, efectuado em 16 clones
oriundos de espermatozoéides de um ejaculado com
concentra¢io normal de espermatozéides, os autores
verificaram que podem existir 1-3 CpGs nio metila-
das, tendo sido a CG-14 a que apresentava maior per-
centagem de ndo metilagio (9,/16, 56%)*. Estes resul-
tados sio parecidos com os do nosso estudo, pois
também encontramos 1-3 CG ndo metiladas na nor-
mozoospermia, mas diferem totalmente nas frequén-
cias, pois verificamos que os niveis de nio metilagio
raramente ultrapassam os 10% por cada CpG, com ex-
cepgdo da CG-6 (12%) e da CG-9 (14%).

Um outro trabalho prévio estudou o nivel de meti-
lagio do gene HI9 em espermatozéides de homens
normozoospérmicos, mas em regides distintas da
hcs6, e que inclufram as regioes hes-1, hes-3 e hes-5.
A regido hcs-1 apresentou desmetilagio parcial, a re-
gido hcs-3 encontrou-se completamente desmetilada
em todos os clones, ¢ a regido hcs-5 estava totalmente
metilada em quase todos os clones, o que sugere a
importancia das regides hcs-1 e hes-5, mas nido da
hcs-3, no estabelecimento da marca de imprinting do
gene HI9°.

Os estudos efectuados na DMR do gene HI9 em
espermatozoéides de rato?”?) confirmam os estudos
prévios em espermatozéides humanos, uma vez que,
e apesar do reduzido ntmero de clones avaliado, a
maioria dos casos se encontrava totalmente metilada,
enquanto que nas com metila¢io incompleta esta ape-
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nas variava entre 1-3 CpGs nao metiladas. No entan-
to, os dados do nosso estudo mais alargado demons-
tram uma diferenga significativa entre as duas espé-
cies.

Em conclusio, efectuamos um estudo alargado da
metila¢do da regido hcs-6 da DMR do gene HI19 em
espermatozoéides oriundos quer de ejaculados com
concentra¢io normal de espermatozéides (69 clones),
que de amostras com oligozoospermia grave (31 clo-
nes). Este estudo é o primeiro a ser efectuado numa
amostra tio ampla de clones nos casos com concen-
tragdo normal de espermatozdides, e a primeira a ser
efectuada em casos de oligozoospermia grave. Os re-
sultados demonstram que, na normozoospermia, po-
dem haver CG nido metiladas, mas que a sua frequén-
cia raramente atinge os 10% e nio ultrapassa 3 CG
nio metiladas em simultineo (5/33, 15,2%). Pelo
contrario, na oligozoospermia grave, a maioria dos
espermatozéides apresenta défices de metilagdo
(83,9%), a maioria das CpG ¢ atingida com frequén-
cias superiores a 20% (11,/26, 42,3%), na maior parte
dos casos ocorrem défices de metilagio em virias CG
em simultaneo (19/26, 73,1%), ¢ ocorrem casos com
nio metila¢io de toda a regiio (2/31, 6,5%), bem
como casos com nio metila¢io de todas as CG envol-
vidas na ligagdo da CTCF (3/31, 9,7%). Por ficar as-
sim demonstrado um aumento significativo de risco
de transmissio de defeitos do imprinting gendémico
paterno na oligozoospermia, sugere-se que antes do
tratamento da infertilidade por ICSI se pe¢a um estu-
do do imprinting genémico dos espermatozodides para
avaliagdo do risco.
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