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Resumo

Apés a fecundacdo, uma percentagem de 2-7% dogogigmumanos s&o
monopronucleados (1PN), ou seja, ndo apresentam agomstituicdo morfologica
normal de dois pronucleos e dois glébulos pola28N@PB). As causas genéticas do
aparecimento destes zigotos ndo se encontram bxtaneesdas, havendo somente dois
estudos realizados em zigotos 1PN, nos quais asasaapontadas sdo a activagao
partenogenética, degeneracéo uniparental do geamanrdgogamia.

O objectivo deste trabalho foi tentar esclarecel guorigem genética dos zigotos
1PN e os mecanismos celulares que ocorrem durasti@ formacdo. Para tal, fomos
analisar 82 zigotos 1PN, 18 de ciclos de fertiimagn vitro (IVF) e 64 de ciclos de
microinjeccao intracitoplasmatica (ICSI), sob camseento informado dos pacientes
do Centro de Genética da Reproducao A. Barros (CGRB2 zigotos e seus globulos
polares foram analisados por hibridizagdo in situn cfluorescéncia (FISH) para
marcacdo dos cromossomas 18, 21, X e Y. Vinte & diestes zigotos foram também
analisados por Imunofluorescéncia (IF) com antiosrpara marcacdo das laminas
nucleares e histona H3 tri-metilada na lisina 9KIGIK9).

Os resultados observados indicam que nos zigotds dddo presentes dois
prondcleos e ndo apenas um em 88% dos casos VB dbs casos ICSI. Os
mecanismos de formacdo predominantes na ICSI sddoadescondensacdo do
espermatozoide (58%) e a ruptura prematura do ucvdlnuclear (pPNBD) (42%) —
mecanismo aqui descrito pela primeira vez e qusisnnuma desagregagao precoce
das laminas nucleares. Ja na IVF, o mecanismo imiedate foi a pPNBD (89%).
Quanto a constituicdo cromossomica dos pronuclé®5% apresentaram uma
constituicdo haploide e 30.5% aneupldide.

Foram observados mecanismos novos de formacacsdegteos: pPNBD quer
feminino quer masculino e cariocinese, ndo se poafido a activacao partenogenética,

degeneracéo uniparental do genoma e cariogamiaaprente descritos.

Palavras-chave: Zigotos 1PN, FISH, Laminas nucleares, Histona K5I, IVF



Abstract

After fertilization, 2-7% of the zygotes are unipuxleated (1PN), which means
they do not display a normal morphological consittu of two pronuclei and two polar
bodies (2PN2PB). The genetic causes of the appeafithese zygotes are not clear,
and only two studies were done in 1PN zygotes, hiickvthe reported causes are the
parthenogenetic activation, uniparental genomermsgdéion and karyogamy.

The objective of this study was trying to clarifyat is the genetic origin of 1PN
and the cellular mechanisms which occurs during tbemation. For that, we analyzed
82 1PN zygotes, 18 from in vitro fertilization (IYFcycles and 64 from
intracytoplasmatic sperm injection (ICSI), unddiormed consent of the patients of the
Centre for Reproductive Genetics A. Barros (CGR)e B2 zygotes and their polar
bodies were analyzed by fluorescent in situ hybation (FISH) to chromosomes 18,
21, X and Y. Twenty-two of these zygotes were aredyby immunofluorescence (IF)
too with nuclear lamins and histone H3 tri-methgthat lysine 9 antibodies.

The results show that in 1PN zygotes, two and nbt one pronuclei are present
in 88% of IVF cases and 42% of ICSI cases. The @8tlominant mechanisms of the
formation of zygotes 1PN are the sperm non-decasatam (58%) and the premature
pronuclear envelope breakdown (pPNBD) (42%) — mmisha which is here first
reported and that consists in a premature disaggemhtnuclear lamins. In IVF, the
predominant mechanism was the pPNBD (89%). In wdwaicerns to the pronuclei
chromossomical constitution, 69.5% were haploid 20.%% were aneuploid.

We observed new mechanisms of the formation oftlaggotes: female and male
pPNBD and karyokinesis, and we do not confirm thacyte parthenogenesis,

uniparental genome degeneration and karyogamyiquay described.

Keywords. 1PN zygotes, FISH, Nuclear lamins, Histone HBIQVF
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1 — Introducéo

1.1 - Ovogénese

A ovogénese consiste na diferenciacdo do ovécitoé ediferente da
espermatogénese em varios aspectos. O gameta toromdém todo o material
necessario para iniciar e manter o metabolismosend®lvimento embrionario. Como
tal, além de formar um nucleo haploide, também aema enzimas citoplasmaticas,
MRNA, organelos e substratos metabdlicos.

As ovogonias (células precursoras dos ovocitos)ifgram por sucessivas
mitoses entre 0 2° e 0 7° més de gestacdo. Ap8sr@g de desenvolvimento fetal, o
namero de células germinais declina rapidamentaairia das ovogdnias morre nesta
altura enquanto as restantes entram na 12 divis&ioa originando ovOcitos primarios
gue se mantém na profase da 12 divisdo meiéticguaté crianca atinja a puberdade.

Quando a puberdade é atingida os ovOcitos comegara eaturacdo. Dos cerca
de 2 milhdes existentes na altura do nascimenemaapcerca de 400 maturam durante a

vida da mulher, enquanto que os outros acabameguanerar [1].

No ovario, os foliculos primordiais (compostos par ovacito grande e esférico
envolvido por uma camada de células foliculareslelas do estroma que se vao
desenvolvendo a volta) sdo os Unicos presentealfuwa do nascimento; irdo iniciar a
sua maturacdo mais tarde para foliculos primarids. foliculos primarios séo
constituidos por um ovécito grande, rodeado porsdua mais camadas de células
foliculares. Para que isto aconteca, os foliculomgrdiais sofrem um aumento do
volume do ovocito, as células foliculares perdensua configuracdo de epitélio
pavimentoso, tornando-se num epitélio cubico, difpram para formar duas ou trés
camadas de células granulosas [2].

Por altura da puberdade, estes foliculos comecdesenvolver-se rapidamente e
em cada ciclo menstrual h4 um que matura. O ovéasofoliculos primarios aumenta
de tamanho e as células a volta proliferam, aumdntao diametro do foliculo,
comecando a formar-se uma cavidade (antro) na mdssaélulas granulosas,

preenchida por um fluido (liquido folicular). O @itb fica ligeiramente afastado do
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centro com o aumento da cavidade antral, e osufoicpassam a ser chamados de
foliculos secundarios ou foliculos antrais.

A maioria dos foliculos que se desenvolve até litds antrais vao degenerar e
entrar em atrésia. O resto continuara o seu prockssrescimento até a ovulacéo [2]

O ovocito dos foliculos secundarios ndo cresce ,nmaé&s 0 numero de células
granulosas do foliculo continua a aumentar, attosgr num foliculo maduro ou de
Graaf, pronto a ser ovulado.

Antes da ovulacdo, o nucleo perde o invOlucro raucleds cromossomas
condensam e migram para uma posi¢cao debaixo doaplentrando em metafase |.
Durante a metafase |, o fuso meiético sofre umacéa de 90°. Da-se entdo o término
da meiose |, com uma citocinese desigual [3].

Na meiose feminina, as duas células-filhas res@$améo séo iguais em tamanho.
Uma ird ser o grande ovdcito e a outra o primeiébgo polar (pequeno, com pouco
citoplasma). O ovécito fica, de seguida, parado reetafase da segunda divisdo

meidtica e, se for fecundado, volta a dividir-sei@se IlI) formando o segundo glébulo

polar [2].

N - O Al
/ 1\.| \\, ."( M, ff‘ -€>_ n\.. _,-'f ﬁ4 = . /__ '. -
| Ly { = \ I 1 ! #iy
I y | P L | [ (3A
) | } | / | | ! ~

Y, /A 4 i "._ |
\ ) 4 \ - \ N 4 Y v \\H sz
GV GVBD Ml T1 Zigoto
— _J
~
Meiose | Meiose Il

Fig.1 — Meiose Feminina (esquema representativdgpfado de [4], pag. 70, 71.

1.2 - Espermatogénese

A sequéncia de processos que levam a formacao spesneatozdides, da-se o
nome de espermatogénese. As células germinatieasirgoras dos espermatozoéides
sdo as espermatogoénias tipo A (células com nucléae, com dois nucléolos), que
estdo presentes junto a lamina basal dos tubulménieros. Numa primeira fase,
sofrem varias divisdes mitdticas dando origem ger@satogonias tipo B (células com

ndcleo mais arredondado e um unico nucléolo locadtizno centro) [1].
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As células voltam a sofrer varias divisbes mit&icdando origem aos
espermatocitos primarios. Os espermatodcitos prosakido entrar na profase da
primeira divisdo meiotica, que é longa, de aproxiamente 22 dias, e por este motivo
podem ser encontrados espermatocitos em variodiestda profase no epitélio dos
tubulos seminiferos. A primeira divisdo meidticartma e cada célula resultante fica
apenas com metade dos cromossomas, 23,X ou 23,Y.

As células resultantes sdo os espermatocitos s&osdjue vao terminar a 22
divisdo meiotica, para dar origem aos espermatidedsndos. Os espermatideos
redondos vao depois sofrer véarias alteracdes git@§, originando os espermatozoides.
Nas divisbes das células germinativas masculin@gnaunicacdo entre células-filhas
persiste, pela existéncia de pontes intercelulaesje a fase de espermatogonia. Estas
pontes permitem que haja uma sincronia no deseinveiio das células ao longo do
epitélio [2].

Os espermatideos redondos sofrem grandes alterei¢de®rfoldgicas. A esta
fase da-se o nome de espermiogénese ou diferenciapde se caracteriza
principalmente pela perda de grande parte do eisoph, reorganizacdo dos organelos
citoplasmaticos, condensagcdo e alongamento do muckescimento do flagelo e

formacao da vesicula acrossomica [2].
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Fig.2 — Espermatogénese (esquema representatigdaptddo de Adaptado de [4], pag. 70, 71.



1.3 - Ovulacéao

Ap6s a maturacdo nuclear e citoplasmatica do floljcda-se a expulsdo do
ovocito do ovario por ruptura folicular. A zona deario onde o foliculo maduro se
encontra e onde ird ocorrer a ovulacéo fica sent@pganguineo na teca interna e € por
isso chamada de estigma ou macula. O tecido civjumet o epitélio da tanica
albuginea sofrem descontinuidades e uma fina pecdnbia do estigma sai, formando-
se uma vesicula. Esta vesicula rompe e o ovoatteado por células do cumulus
oophorus, é expulso do ovario conjuntamente colmidd folicular [3].

O foliculo maduro ocupa todo o ovario e projectgpam fora cerca de 1cm ou
mais. O fluido que circula por entre as célulaa Bob presséao, facilitanto a saida do
ovocito [2].

O oviducto, através de activacdo hormonal, ficabtm preparado para receber o
ovQcito, e enquanto a ovulagcdo esta a ocorrerinagris ficam muito proximas do
ovario. As fimbrias projectam-se sobre a superfioe@vario e varrem a sua superficie
criando correntes com o batimento dos seus cillmgrporando o ovdcito para o

oviducto. E no oviducto que vai ocorrer a fertigida [3].

1.4 - Fertilizacdo

A fertilizacdo € o processo durante o qual duasila®l sexuais (gametas
masculino e feminino) se fundem para originar uno ou zigoto, célula dipléide,
geneticamente distinta dos progenitores [1].

Nos humanos, como nos outros mamiferos, a feg#dizaacontece nas vias
genitais femininas, sendo, portanto, interna.

Depois da formagdo dos espermatozoides nos tulselmsniferos do testiculo,
estes vao ser conduzidos para o epididimo. Aquiapgdo de algumas moléculas, os
espermatozoides sdo nutridos, adquirem alguma iatd e sofrem algumas
alteracbes membranares (maturacdo). Os espernadgezeido ser posteriormente
transportados para o canal deferente, através mtaacodo muscular da ejaculacao,
onde se juntam com as secrec¢fes das vesiculasasemiorostatica. Este liquido € rico

em nutrientes, actua como germicida e bloqueiapteces de superficie de modo a

13



impedir a reac¢cdo precoce dos espermatozoéidesngkarem contacto com a uretra,
ocorre uma coagulacao do liquido seminal para pgatedos espermatozoides.

Quando o sémen entra no canal vaginal, a tempard@ir37°C permite a sua
liquefacdo e na ascensédo ao colo uterino entracemaaco com 0 muco cervical, rico
em glicoproteinas, que € uma barreira e primeitacg&o contra células anormais,
leucécitos e microrganismos, pelo que apenas o®rragpozoides normais e
progressivos rapidos conseguem prosseguir. Dentrodtgro, a membrana dos
espermatozoides é modificada por moléculas sea®iadalmente, tornando-se labil e
sofrendo hiperactivacdo da motilidade do flageloeste acontecimento da-se o nome
de capacitacdo e sO assim 0s espermatozoides oensagigrar até aos oviductos
(trompas de Falopio) [5].

E no primeiro terco distal das trompas que acorgeftisdo entre espermatozoide
e ovécito. O ovocito tem o0 seu material genétiaaga em metafase Il da meiose e esta
rodeado por uma camada glicoproteica, a zona pelldderentes a esta, existem
milhares de pequenas células células folicularesoWducto, a matriz extracelular (rica
em acido hialurénico) que rodeia as células fodiced difunde uma molécula que
origina um gradiente quimiotaxico para orientarespermatozéides em direc¢cdo ao
ovaQcito [1].

Ao encontrarem 0 ovOcito, 0s espermatozoides comesegenetrar por entre as
células foliculares e atingir a zona pellucida asavdo s6 da motilidade, como também
por digestdo da matriz extracelular por ac¢ao da hieduronidase [5].

A zona pellcida é composta por trés glicoproteidesignadas ZP1, ZP2 e ZP3 e
glicosaminoglicanos (GAG). A ZP3 e os GAG ligamaeeceptores especificos da
membrana do espermatozoide, induzindo a reaccassaitnica. Esta reaccao envolve a
exocitose da vesicula acrossémica do espermatoz@ide vai libertar enzimas
hidroliticas sobre a superficie da zona pelacid&ZP® activa a pré-acrosina que, em
conjunto com a hialuronidase, digere a zona pedlip@dra permitir a penetragdo do
espermatozoide até a membrana citoplasmatica deitov(olema). Quando em
contacto com 0 oolema, os receptores transmemiesalar espermatozoéide presentes
na regido equatorial (integrinas) ligam-se a rawept correspondentes do ovécito
(desintegrinas), provocando a activacdo do ovo€ niveis intracelulares de célcio
aumentam, o que faz com que as membranas das lasstouticais se fundam com a
membrana do ovocito, exocitando o seu conteuda. &sla de exocitose das vesiculas

corticais inicia-se junto da entrada do espermatezé percorre todo o ovocito. Neste
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processo, o calcio livre vai ligar-se a um recepi®membrana das vesiculas corticais,
activando uma protease e abrindo canais ionicomembrana, que irdo conduzir a
entrada de agua para o interior das vesiculastradande agua obriga a expansao das
vesiculas corticais. Sao libertadas para o espagaitelino varias enzimas hidroliticas,
gue degradam as glicoproteinas da zona pellucidaveperoxidase que interliga entre
si as moléculas da mesma. A modificacdo na zonzipeal torna-a resistente a novas
penetracdes pelos espermatozoides, sendo portandtogueio a polispermia [1].

O espermatozoide e todos 0s seus componentes tafineiate incorporados no
ovacito com movimentos do citosqueleto do ovodigdto).

As oscilagbes dos niveis de calcio vao também pcaptar que o gameta
feminino retome a meiose Il, extrudindo o seguntlibyo polar e formando-se o
pronucleo feminino, cujo DNA comeca de imediataa seplicacao.

Os componentes do espermatozéide sofrem evolugstastak. As mitocondrias
degeneram, os componentes do flagelo sdo despalades ou degradados e o ndcleo
sofre clivagem das ligacdes dissulfito das protasigue séo substituidas por histonas
de origem materna e estas promovem a descondens@cdgenoma paterno. O
invélucro nuclear sofre desagregacdo e a cromat@z@ondensa, com excep¢do da
regido basal aonde o centriolo permanece ligadsieRarmente, ha desfosforilagdo das
laminas, que permite ao invélucro nuclear reforsef pronucleo masculino. Os feixes
de microtubulos que vao sendo polimerizados pelamieo masculino (com tubulinas
de origem ovocitaria) irradiam pelo ooplasma e amalpor encontrar o pronucleo
feminino, aderindo ao seu involucro. Com a polizegéo de microtubulos do lado do
pronucleo masculino e despolimerizacédo do ladordo(eleo feminino, o centriolo vai
ficando numa posicdo central no zigoto, aproximandodois pronucleos. Apos a
desagregacao dos invélucros nucleares os cromossamsduram-se e inicia-se a

primeira de muitas divisbes mitéticas embrionatds

1.5 - Infertilidade

Apo6s um ano de relagcbes sexuais frequentes e degiolas de um casal sem ter
ocorrido uma gravidez, é diagnosticada infertilielad infertilidade € o resultado de

uma falha organica devida a disfuncdo dos 6rgdoodatores, dos gametas ou de
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ambos. De acordo com estatisticas, existem cercE5e€9% de casais inférteis em
Portugal, semelhante & média europeia [6].

A infertilidade pode ser atribuida a algum problemou&r no sistema reprodutor
feminino, quer no masculino. Na maioria dos casasgtiologia € distribuida
equitativamente entre factores masculinos, disfurd@ ovario e lesdes tubéarias. Em
aproximadamente 1 em 4 casais, a causa € incedefiida como “infertilidade
inexplicavel”. Para muitos casais, a infertilidadeultifactorial.

No que respeita ao homem, qualquer condicdo qudtegesa diminuicdo da
guantidade e/ou qualidade do esperma, pode levanfatilidade. Problemas
relacionados com a parte testicular, principalmdnpomgonadismo primario, sdo as
causas mais comum. Causas menos comuns sdo denadas com disfuncdo nas
glandulas hipotalamo e hipdfise (hipogonadismo iseéétio) e condi¢cdes que afectam o
transporte do esperma [7].

Os parametros e critérios (Tabela I) para avaliaiZiqualidade do esperma séo
estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saudes[(8] e para fazer esta avaliacao
€ necessario analisar o volume do ejaculado, o gMiscosidade, a concentracao,
mobilidade dos espermatozodides, morfologia e tedepliquefaccao.

Testes mais pormenorizados ao esperma como vialidgmalises bioquimica e
funcional dos espermatozoides, procura de autcaapts e analises moleculares
podem ser realizados quando a avaliacdo da mulierrevelar qualquer causa para
infertilidade [8].

Tabela I: Valores de referéncia para avaliagdouddidpde do esperma. Critérios definidos pela OMS.
Parametros Valores de referéncia
Volume Mais de 2ml
Concentracdo Mais de 20 milhdes por mililitro
NuUmero total de espermatozoide: Mais de 40 milh6es por ejaculado
Mobilidade Mais de 50% rapidos e/ou mais de 25% progressafugaos

Morfologia Mais de 14% de espermatozéides com morfologia Horma

No que respeita a mulher, as causas de infad#idincluem problemas na
ovulacdo, lesbes tubérias e factores uterinos oudceés [9, 10]. A endometriose tem
sido também avaliada como uma causa independernidedilidade [9-11]. As causas

com origem em problemas de ovulacdo podem ser agwadidade (diminuicdo do
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namero de foliculos no ovario), problemas endosiinavarios poliquisticos, falha
ovarica prematura e accao de toxinas exterioresa@asas com origem em problemas
tubarios podem ser devidas a historial de doenftamatoria pélvica e cirurgia, e as
causas com origem em problemas uterinos/cerviesargente estdo relacionadas com
anomalias congénitas uterinas, fibroides, polippsuwca quantidade/qualidade de muco
cervical devido a infecgdo ou também a exposigigeates toxicos ambientais [9-12].

A infertilidade pode ser primaria ou secundaridaf@s em infertilidade primaria
guando as causas sao enddgenas (problemas hormoraismalias cromossémicas) e
em infertilidade secundaria quando a causa é er)gmn seja, quando se consegue
relacionar com factores ambientais (hormonas eisnp&sados dos alimentos, toxicos

industriais, tabaco, alcool e drogas).

1.5.1 - Fertilizacgéo in vitro (IVF)

Quando a mulher apresenta disfuncdo ovulatoria raddea severa, obstrucéo
tubaria ou ja teve falhas de gravidez apos ciclosgeminacéo intra-uterina (l11U), e o
homem apresenta um défice ligeiro da qualidadesgerea, recorre-se a técnica de
fertilizacdo in vitro. Os foliculos ovaricos saopmados do ovario por ecografia
endovaginal, sendo posteriormente colocados numeapile cultura os ovocitos e
espermatozoides (fraccdo “swim-up”), estes numaawnacdo entre 50000 a 100000
(dependendo da morfologia) por mL. A colheita dpeesia € feita por masturbacéo,
seguida de lavagem e purificacdo dos espermatazd@esperma é colocado numa
estufa a 37°C, durante 30 minutos para se liquefazgosteriormente € purificado
através de gradientes, por centrifugacdo em tuboa pemover microrganismos,
leucécitos, células germinais imaturas e espermateg andmalos. Estas duas etapas
“imitam” a fungdo vaginal e a acgdo natural do mueovical, respectivamente.
Seguidamente, os espermatozoides purificados shertos por meio de cultura e
incubados a 37°C; passada uma hora, os esperntEszjiie migraram até a superficie
(fraccdo “swim-up”) séao recolhidos, corresponderatis que apresentam melhor
morfologia e mobilidade. E esta fraccdo que vausiizada nos tratamentos.

A fecundacdo e o desenvolvimento embrionario ocorn@ vitro, numa

incubadora.
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1.5.2 - Injeccao intracitoplasmatica (ICSI)

As indicacdes clinicas gerais para a realizacamueICSI sdo, para a mulher, ter
realizado uma IVF sem fecundacéo, mais de duass&fir gravidez, baixo numero de
ovacitos € 4) depois de estimulagdo, imaturidade ovocitarizaes de 35 anos de idade.
Relativamente ao homem, as indicacOes para reatizale ICSI s&o: alteracao
moderada ou severa do esperma (segundo o0s parantetrdMS), azoospermia,
ejaculacao retroégrada, anejaculacéo e doentesosiops.

Também existem casos em que ha indicacdo parazag@ de diagnostico
genético de pré implantacdo (PGD). Esses casos r&essidade de haver uma
seleccdo de sexo do embrido, devido a doencasoraas com 0S cromossomas
sexuais (por ex. hemofilia), seleccdo de embrid@s doentes em casos de doencas
relacionadas com uma mutacdo num gene especificanfdoidose familiar) anomalias
numeéricas e estrutuais no cariétipo parental elese aneuploidias no embrido quando
ja tenham ocorrido, na histéria do casal, abortéaosepor causa desconhecida. Para a
realizacdo de PGD € necessario recorrer-se també€sla

Os ovocitos séo recolhidos como na IVF. Se néo éroavocitos maduros, estes
sdo amadurecidos in vitro e microinjectados no s#iguinte. Depois de retiradas as
células foliculares, os ovocitos sao cultivados @estgriormente injecta-se um
espermatozoide ou espermatideo em cada ovécit@. &@mciente seja seropositiva,
como ndo é possivel detectar a presenca de virsisowacitos, esta tem que ter
confirmacdo que nesse momento ndo tem carga voakangue que possa ser
transmitida ao feto e que se encontra sem risecoaite precoce.

Quanto a preparacdo dos espermatozoides, € fgtend® estes critérios: para
alteracdo moderada a severa do esperma, é reatinattana IVF. Se o paciente for
seropositivo a recolha do sémen é feita por mamstédy seguida de lavagem e
purificagcdo dos espermatozoides e, de seguida,osteané dividida em duas; uma é
criopreservada e a outra vai para andlise molec@ar esta analise demonstrar a
inexisténcia de material genético virico, entdonsostra criopreservada podera ser
usada para a ICSI.

Quando existem problemas de ejaculagdo retrogrpdde tentar-se retirar
espermatozoides da urina; se ndo se conseguir esteseforem imoveis, pode realizar-
se uma MESA (puncdo aspirativa do epididimo) ou AHBuncdo aspirativa do

testiculo). Em casos de anejaculagdo, o esperma ped obtido por vibracéo,
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electroejaculagdo, por MESA ou TESA. Em casos dsosermia obstrutiva, os
espermatozoides sdo extraidos por MESA e se faréeis efectua-se extracgcdo por
TESA (dos espermatozoides ou de suas células pogas). Em casos de azoospermia
secretora, 0s espermatozoides ou suas célulagsvexsisao obtidos por TESE.

O desenvolvimento embrionario ocorre in vitro numeubadora como na IVF

[6].

1.6 — Ciclo Celular e Formacao dos Pronucleos

A entrada do espermatozéide (hapldide) no ovoaitgy material genético se
encontra parado em metafase Il, desencadeia auséoclda divisdo meiodtica do
ovocito, com extrusdo do segundo glébulo polarrmégéo dos pronucleos feminino e
masculino sem ocorrer cariogamia. Contudo, encetrdescrito que em 2-7% dos
casos sdo encontrados zigotos com apenas um peorja8+20].

Depois da fertilizagdo, a maioria dos ovocitos daextrusdo do segundo glébulo
polar cerca de 3 horas apds a penetracédo do egpedaidie. A formacdo dos pronucleos
tem inicio entre 3 a 10 horas ap0s a fusdo dos tgénfleaf). O prondcleo masculino
aparece geralmente na parte central, enquanto demiaino se forma no ooplasma
adjacente ao segundo glébulo polar [21].

A fase G1 (crescimento) dura aproximadamente 5shaafase S (sintese de
DNA) tem inicio entre as 8-14 haf e esta complegamaioria dos embrides, entre as 14
e 24 haf. A formacdo dos pronucleos, na maioriac@s®s, coincide com o inicio da
fase S, 0 que nos indica que a sintese de DNA@si@onada com o desenvolvimento
dos prondcleos. A fase G2 pode iniciar-se 12 haf fase M tem uma duracao
relativamente constante (uma meéedia de 3 horas)uastg que a altura do
desaparecimento dos pronucleos varia consideraagdni{entre 21 a 31 haf), assim
como a altura da primeira clivagem celular (ense28 e 33 haf) (Fig.3). Apesar de
existirem intervalos de tempos tdo variaveis eogevarios embrides, na maioria, a
ruptura dos invoélucros pronucleares e a primeirt®sei acontecem entre 27 e 30 haf e

entre 29 e 32 haf, respectivamente [21].
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Fig.3 — Diagrama resumo dos intervalos de tempo ammtecimentos durante o primeiro ciclo celular da

embriogénese humana (adaptad&demany et al, 1996

1.6.1 - O aparecimento de 1PN

Tendo em conta estes conhecimentos sobre o citldaccala embriogénese
humana e da formac¢éo dos pronudcleos, surge a gamganque razdo, por vezes, s6 ha
o0 aparecimento de um unico pronucleo (1PN). Pamtarteesclarecer as razbes do
aparecimento de apenas um pronucleo apos a facéliz foram feitos dois estudos em
zigotos monopronucleados [14, 15] e quatro estedogembrides derivados de zigotos
monopronucleados [16-18, 22].

Nos estudos feitos em zigotos [14];[15] sO foratu@msdos zigotos derivados de
ciclos IVF, e as causas indicadas para o aparetintenapenas um pronudcleo foram
varias. As técnicas utilizadas para analise dostasgforam citogenética classica e
FISH (hibridizacao in situ com fluorescéncia) pasacromossomas sexuais, (Balakier
et al., 1993) ou somente FISH para os cromosso®a%8l 21, X e Y (Levron et al.,
1995). No estudo deevron et al(1995), os zigotos tinham todos um pronucleo e dois
glébulos polares (1IPN2PB) aguando da observacaoi@mscopio invertido, mas os
glébulos polares ndo foram analisados posteriornedd estudo déalakier et al.
(1993), os zigotos apresentavam 1, 2 ou mais gdéhpblares e foram analisados por

citogenética classica.
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Para os zigotos que revelaram um prondcleo dipldadeapontada a cariogamia
como causa [14, 15] ou, eventualmente, a ocorré&eiam mecanismo de extruséo de
um dos materiais genéticos (materno ou paternajupbicacéo do outro [14]. Contudo,
este Ultimo estudo [14] refere que os zigotos moyogcleados entram em mitose
sensivelmente ao mesmo tempo que 0s que tém dmisigeos (20-27 haf), o que
coloca algumas reticéncias quanto ao facto deiegrsioduplicagcdo num dos genomas
e extrusdo do outro, uma vez que a endoduplicagdaNh € um processo que demora
muito mais tempo. A fertilizacdo por espermatozeideloides também foi sugerida
como sendo pouco provavel, mas deve ter-se em cmetgpode acontecer em casos
raros [14].

Para os zigotos que revelaram um pronucleo hagldatam apontadas como
causas a ocorréncia de activacdo partenogenétida 1I3], pois apresentavam
cromossoma sexual feminino na sua constituicdo, néo descondensacao do
espermatozoide (visivel na andlise por citogendtigasica) depois da penetracdo no

ovocito [14].

E interessante que possa haver cariogamia nos lesmt como se observa
noutros animais (p.ex. ourico do mar) [1]. Quardongecanismo de cariogamia que é
proposto no estudo deevron et al.(1995) foi referido que o local de penetracédo do
espermatozoide em relacdo a metafase do ovociw ipfidenciar a existéncia ou néo
de cariogamia; isto €, se 0 espermatozéide penaudo proximo da metafase, pode
favorecer a formagdo de um sO pronucleo. Isto fgesdo tendo em conta que
observacbes em zigotos derivados de ICSI rarameami@stravam zigotos
monopronucleados diploides [15]. Parece, portami@is aceitavel a formacdo de um
anico involucro pronuclear que englobe os genomasemmo e paterno devido a
aproximacédo destes, do que haver a formacdo depdmisicleos geograficamente mais
separados, e 0s seus involucros se fundirem mals {d5]. Os resultados destes

estudos encontram-se na Tabela Il.
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Tabela Il: Resumo dos resultados dos estud@atkier et al., 1993 e Levron e tal., 1995

N° de Técnica  Diada
Estudo _ o Resultados
zigotos usada analise

7 zigotos 1PN1PB

4 hapléides(57%) activacao
partenogenética ou nao
descondensacao do espermatozoéide

3 diploides (43%) cariogamia ou
extrusdo de um dos genomas e

CloEnEliE duplicacdo do outro
) 19 zigotos IVF classica plicag
Balakier et al,
(1093) 7 - 1PN1PB e 2e3
12- 1PN2PB 12 zigotos 1PN2PB
=8 ey 5 hapléides(42%) activacao
partenogenética ou nao
descondensacao do espermatozoide
7 dipl6ides (58%) cariogamia ou
extrusdo de um dos genomas e
duplicacdo do outro
; FISH 10 hapldides (63%) activacao
Levron etal, 16 zigotos IVF »
(X)Y, 13,18 ¢ 1 partenogenética
(2995) 1PN2PB o ; ;
21) 6 dipléides(38%) cariogamia

Outros estudos [16, 17] foram efectuados em blastdsnde embrides derivados
de zigotos monopronucleados de IVF. Foi sugeridaxigténcia de assincronia na
formacdo dos pronucleos, uma vez que em algungidosos, aos quais tinha sido
observado um pronucleo 16 haf, apdés uma segun@avaigdo (4-6 horas depois) foram
encontrados dois pronucleos [16, 17]. Quanto alaabservada nos blastbmeros, para
0s que eram haploides foi sugerido que os zigoiosarn tido uma activacao
partenogenética; aos que eram diploides, foi sdgejue os zigotos podiam resultar de
activacado partenogenética sem extrusdo do seguidbol@ polar ou terem sofrido
duplicacao precoce do DNA [16, 17] (Tabela III).
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Tabela lll: Resumo dos resultados dos estud@akessen et al., 1993 e de Munne et al., 1993

N° de Técnica
Estudo »

embrides usada

Staessen et 41 embrides . "
Citogenética

al., (1993) IVF classica

; PCR
Munne et al., 21 embrides
e
(1993) IVF

FISH (X e YY)

Dia da

andlise

Resultados

5 hapléides (12%) activacéo
partenogenética

33 dipléides(81%) activacéo
partenogenética sem extrusao do 2°PB
ou duplicacdo precoce do DNA;
assincronia na formacéo dos
pronudcleos

3 triploides (7%)

9 hapléides(43%) activagao
partenogenética

10 dipldides (48%) activacdo

partenogenética sem extrusao do 2°PB
ou duplicacdo precoce do DNA;
assincronia na  formacdo  dos
pronucleos

2 tripl6ides (10%)

Estudos referentes a analises as duas técnicastitleacao in vitro (IVF e ICSI),

revelaram a existéncia de diferencas entre o apazeato de embrides dipldides e

haploides (derivados de zigotos monopronucleadasjomparacédo das duas técnicas.

Observou-se uma maior percentagem de diploidiaveluma maior percentagem de

haploidia em ICSI, o que sugere que haja mais gam@a nos pronucleos dos zigotos
resultantes de IVF do que nos de ICSI [18, 22].
Nestes estudos [18, 22], as causas indicadas paparecimento de blastomeros

hapléides derivados de zigotos monopronucleadoanfporpara a ICSI, a néo

descondensacdo do espermatozdide, ou degeneracd@emimma paterno, ou

degeneracdo completa/extrusdo do genoma materrsoaafertilizacdo (nos casos de

haploidia 23, Y); nos casos de haploidia em IVipdicada como causa uma activagao

partenogenética inicial do ovdcito [18] e, paran@a caso que foi encontrado com uma

constituicdo 23,Y, foi sugerida a extrusédo de todoaterial materno apoés a fertilizacao

e o0 desenvolvimento apenas do genoma masculino. 98] que respeita aos

blastomeros dipldides, as causas indicadas pasa amarecimento foram, para a ICSl,

a ocorréncia de assincronia na formacdo dos preosiclia para a existéncia de
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diploidia nos blastomeros de IVF, as causas apastBmam a assincronia na formacgéo
dos pronucleos e a cariogamia [18, 22] (Tabela IV).

Tabela IV: Resumo dos resultados dos estudos denSetlal., 1995; Staessen e Van Steirteghem, 1997.

N° de Técnica Dia da
Estudo » - Resultados
embrides usada analise

ICSI

14 haploides(67%) ndo
descondensacéo do espermatozoéide, ou
degeneracdo do genoma paterno, ou
degeneracdo completa/extrusdo do
genoma materno apés a fertilizacédo

) 6 dipléides(28%) assincronia
42 embrides

Sultan et al., 21 1S FISH 3 1 polipléide (5%)

(1995) (X, Y, 16 e 18)
21 IVF VE

3 hapléides(14%) activacao
partenogenética

15 dipléides(71%) assincronia na
formacao dos pronucleos ou
cariogamia

3 poliploides(14%)
ICSI

19 hapléides(31%) néo
descondensacao do espermatozoide, ou
degeneracédo do genoma paterno, ou
degeneracdo completa/extrusao do
genoma materno apos a fertilizacao

17 dipléides(28%) cariogamia

Staessen e 176 23 mosaicog38%)
Van embrides FISH
Steirteghem, 61 ICSI (X, Y e 18)

(1997) 115 IVF

2e3 IVF

15 hapléides(13%) activacao
partenogenética

56 diploides(49%) assincronia na
formacgé&o dos pronucleos ou
cariogamia

1 tripléide (1%)

43 mosaicog37%) activacao

partenogenética seguida de
endoduplicacao
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Quanto ao aparecimento de blastomeros com mosaic{bapléide/dipldide),
tanto em IVF como em ICSI, as causas indicadasasactivagao inicial do ovécito
seguida de duplicacdo espontanea do DNA depoisiaeipa clivagem (para IVF), e
extrusdo/degeneracdo de um dos genomas (ficandnsdos materiais genéticos no

zigoto) seguida de duplicacdo do DNA apos a priandivagem (para ICSI) [18, 22].

No que respeita a andlise laboratorial dos emhridesferido, em [16, 20] que
nao é suficiente uma abordagem apenas com basergroaessomas sexuais para se
afirmar que um embrido é hapldide e ndo monossgnicdripldide e ndo trissémico,
pelo que é importante haver uma andlise a pelo sndos pares de cromossomas

autossomicos para se poder avaliar a ploidia.

Tanto a cromatina feminina como a masculina podé&m vir a formar um
pronucleo [23]. Em ICSI, e em relacdo ao esperndédez podem haver vérias razdes
para isto acontecer: o espermatozoide pode sawdcto, 0 espermatozoide pode nao

descondensar ou pode também descondensar apetiabparte e degenerar [23].

Os zigotos monopronucleados sdo, geralmente dadoartem reproducao
medicamente assistida. Contudo, existem relatozigi#os monopronucleados que
depois tiveram um desenvolvimento normal e que atagg a originar gravidezes e
nascimentos, tanto nos humanos [24] como em raif?®)]. E, também hé relatos do
desenvolvimento de uma linha celular estaminal manfaom cariétipo 46,XX) a partir

de um zigoto monopronucleado [20, 26].

1.7 — O Nucleo Celular

Para se tentar esclarecer um pouco mais aceragamadao dos pronucleos nos
zigotos, € importante ter-se presente a morfoldgiaucleo celular, para a compreensao

dos mecanismos subjacentes ao desenvolvimentaoiedgeos (Fig.4).
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Fig.4 — Desenho esquematico do nucleo celular. tadapde [27]

Nas células eucariotas, 0 DNA encontra-se dentroldteo, que ocupa cerca de
10% do volume total da célula. O ndcleo é delindtgbr um involucro nuclear,
composto por duas membranas concéntricas (meminzsiear interna e membrana
nuclear externa), e estas membranas séo interrampielos poros nucleares, atravées
dos quais se da o transporte de moléculas deae@aitoplasma. O invélucro nuclear é
suportado por duas redes de filamentos intermédios, chamada |amina nuclear,
forma uma fina @psula dentro do nucleo, sob a membrana nucleamn@atenquanto
gque a outra, menos organizada, se encontra dodamono da membrana nuclear
externa. Uma das fun¢des do invélucro nuclear é ardteccdo das longas e frageis
moléculas de DNA das for¢cas mecanicas originadéss gdamentos citoplasmaticos
[27].

1.7.1 — As laminas na arquitectura nuclear

A lamina nuclear é uma rede de subunidades prsté@itarligadas, denominadas
laminas. Sdo homologas dos filamentos intermédias, diferem em alguns aspectos: o
seu dominio central € mais longo; possuem sindbachdizacdo nuclear, organizam-se
numa estrutura em forma de folha, bi-dimensionaé, pgarece requerer a sua associagcao

com outras proteinas; a rede que formam € dinamipidamente se desagrega no
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inicio da mitose e reagrega no final desta. A degmgdo e reagregacdo sdo mediadas
pela fosforilagdo e desfosforilagcdo de varias ssrin

Pensa-se que a lamina nuclear da forma e estald@lida invélucro nuclear, ao
qual esta ancorada por ligacbes quer aos compldgesporos nucleares, quer a
membrana nuclear interna. Como a cromatina intediggetamente com a lamina
nuclear, esta promove uma ligagdo estrutural emti@NA e o invélucro nuclear.
Quando o nucleo desaparece durante a mitose, adamclear despolimeriza, em parte
como consequéncia da fosforilagcdo das laminasinmida mitose; ao mesmo tempo 0s
complexos dos poros nucleares desagregam-se n@s Ve&ids componentes. A
despolimerizacdo da lamina nuclear é provavelmemigre-requisito para o involucro
nuclear se desagregar em pequenas vesiculas, queevalispersas pelo citosol. A
reagregacdo da lamina ocorre quando as laminas d@sfosforiladas e,
consequentemente, repolimerizam a superficie doragsomas. Uma vez reagregada,
a lamina permite a fusdo das vesiculas do invélnootear, para reformar um invélucro
a volta de cada cromossoma ou grupo de cromossdbuaante este processo 0S
complexos dos poros nucleares sdao também reageg@do cromossomas, entao
“fechados” nos involucros, unem-se e as suas meradraundem-se para formar um
anico invollucro nuclear que, activamente, reimpdootdas as proteinas com sinais de
localizagc&o nuclear, excluindo todas as outrasepras da célula, exceptuando aquelas

ligadas aos cromossomas [27].

Existem trés genesMNA, LMNB1 e LMNB2jue codificam sete isoformas das
laminas. As laminas do tipo A (A,M0, C e C2) sao derivadas do gene LMNA.
Quanto as laminas do tipo B, as B1 sao codificpeés gendlMNB1le as B2 e B3 séo
codificadas pelo geneVINB2[28-34]. Todas as células dos vertebrados exprepsto
menos um tipo de lamina B, enquanto que as lanfin@sA10 e C s&o reguladas pelo
desenvolvimento e sdo expressas, primariamenteétnas diferenciadas. As laminas
C2 e B3 sao expressas apenas nas células da érmhangl [35].

O dominio central das laminas consiste maioritagiaie em repeticdes heptaticas,
0 que é caracteristico de proteindselicoidais [29]. Estes dominios geram a interacc¢a
entre duas cadeias de laminas para formarem unralroed-coil, (Fig.5) a unidade
basica estrutural para a agregacdo das laminasciAgées laterais entre os dominios
dos dimeros sdo essenciais para a agregacado deurastrmaiores necessarias a

polimerizacao das laminas [36].
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Fig.5 — Esquema de um Dimegoiled-coil.

As laminas nucleares, como as suas partes equeslalp citosqueleto sao
altamente resistentes a extrac¢do sob condicbesduigilizam a grande maioria das
proteinas citoplasmaticas e nucleares. Como o mincntém a sua forma e as laminas
permanecem na periferia nuclear, permitiu defisidamo a estrutura responsavel pela
forma nuclear [37].

Durante a interfase, as laminas sdo continuaménttizadas e incorporadas na
lamina nuclear, o que sugere que as laminas camiraupolimerizar dentro do nucleo
durante toda a interfase. Na fase G1, as laminasBAsdo bem visiveis, formando um
padrdo denominado de “véu”, dada a intensa mardagérescente observada [38, 39].
Durante a replicacdo do DNA, parece ter que exigtia organizacdo normal das
laminas. Estudos feito em célulasXienopugsevelaram que quando o involucro nuclear
se reformava (in vitro), em células que néo tinteaminas, o nucleo ndo replicava o seu
DNA. J4 quando se mutavam os genes que codificdemasas nas suas terminacoes e
se adicionavam a células com o involucro nucleagamizado, provocavam
descontinuidades na organizacao da lamina nucleavia blogueio da sintese de DNA
[38].

As laminas nucleares séo rapidamente desagregasiastel a transicdo entre
profase/metafase nas células dos vertebrados. eatwi mitose, as laminas séao
desfosforiladas e reagregadas. Esta reagregacde agroximadamente ao mesmo
tempo que a formacdo do invélucro nuclear [40]. tGdo, o papel das laminas em
estadios iniciais da reagregacao do invélucro andkem sido uma questdo contestada.
Observacdes por imunofluorescéncia tém sido catdraas no que respeita a altura em
que os diferentes componentes do involucro se i@ssocom 0S cromossomas
condensados. Em alguns casos, as laminas pareagragar-se aos cromossomas antes

de estes estarem rodeados pelas membranas nuckeaees outros casos, as laminas
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parecem reagregar-se somente depois das membraclaaras e 0s poros estarem
formados [39].

N&o existem estudos sobre o que acontece exactrasntaminas nucleares
durante a formagdo dos prondcleos no zigoto humaras, tendo em conta que o
invélucro nuclear dos gametas tem que se desagpayar poder haver fusdo do
material genético, parece-nos que na formacéao osipieos, as laminas devem ter um

papel semelhante aquele que tém na reformacaaidteor celulares apds as mitoses.

1.7.2 — As Histonas

As histonas sdo as principais proteinas estrututas cromossomas. Se 0s
cromossomas dos eucariotas fosse composto apenBdNpo simplesmente estendido,
é dificil imaginar como se poderiam replicar e eggr para as células-filhas, sem se
lesarem ou partirem. O DNA de todos os cromoss@s@sempacotado numa estrutura
compacta com o auxilio de proteinas especializ&amlmente, as proteinas ligadas ao
DNA séao divididas em duas classes: histonas e isfonAas. Ao complexo de ambas
com o DNA nuclear da-se o nome de cromatina.

As histonas sdo moléculas relativamente pequenasuma grande proporcéo de
aminodcidos electricamente positivos (lisina erangi), o que favorece a sua estreita
ligacdo com o DNA (que tem carga eléctrica neggtigaalquer que seja a sua
sequéncia de nucledtidos [27].

Os cinco tipos de histonas podem dividir-se em dgmispos: as histonas
nucleossdmicas e as histonas H1. Juntamente colMAg fdrmam o nucleossoma, a
unidade basica da cromatina. As histonas H1 sd@aulals maiores que as histonas
nucleossomicas e menos conservadas na evolucaon{em-se a volta da particula
nuclear —core). As histonas nucleossomicas sao de quatro taa, H2B, H3 e H4,
cada uma delas presente em duas copias [41]. $diotatas mais bem conservadas de
todas as proteinas conhecidas (estas e as cadeidsAl formam a particula nuclear).
Esta conservacdo na evolugdo sugere que as sug@esuenvolvem todos os seus
aminoacidos. Por isso, uma mudanca em qualquegdmosilesiva para a célula.

As histonas desempenham um papel crucial na coacgmsrdenada do DNA
dentro do nacleo. O DNA das células ndo é todoattibda mesma forma, e a forma
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como uma determinada regido do genoma € condemsadeo da cromatina numa

célula particular, parece influenciar a actividdds genes que a regido contém [27].

1.7.2.1 — Histona H3 e assimetria epigenética engatos

Em varios estudos feitos em zigotos de ratinho4[dRfoi observado que existiam
diferencas na metilagéo das histonas H3 e H4 ra®ipleos feminino e masculino. Na
histona H3, cinco residuos de lisina (K) podennsetilados (K4, K9, K27, K36 e K79)

e podem ser mono, di ou tri-metilados.

Sabe-se que as propriedades de determinada semja@nBINA nas células nao
sdo sO determinadas pela propria sequéncia de Otidoe mas também por
modificacdes epigenéticas. Nos zigotos de ratiohgenoma paterno sofre alteracbes
estruturais e epigenéticas: 0s cromossomas sdoordkEstsados, as protaminas
substituidas por histonas e o DNA é rapida e ati@rde desmetilado.

Nos ratinhos, a fertilizacdo do ovdcito, causarati@es na organizacdo dos
genomas paterno e materno. Inicialmente parado etafase Il, o ovécito completa a
meiose, extrudindo o segundo glébulo polar. O DN#nsamente condensado do
espermatozoide descondensa, as protaminas sadwsdhstpor histonas e o DNA sofre
desmetilacdo. Esta desmetilagdo ocorre assimeeit@mo DNA paterno e afecta
classes diferentes de sequéncias-copia simplegeditneas, mas ndo das regides
controlo dos genes “imprinted” [44].

A HP1 (heterochromatin protein)ldesempenha um papel central na formacéo e
conservacao da heterocromatina, ligando-se a M8K9Hhistona H3 tri-metilada na
lisina 9). A HP1 tem trés isoformas; ey, que surgem em alturas diferentes do ciclo
celular. Imediatamente depois da fertilizacdo, atghna HPfReta feterochromatin
protein 1 peta), que se encontra armazenada no citoplasma doitoyvdiga-se,
preferencial e exclusivamente ao genoma materndP23 é detectada no citoplasma
do ovécito, mas ndo esta ligada aos cromossomamif@® antes da fertilizacdo.
Depois da fertilizacdo, a HBliga-se, inicialmente, aos centrdmeros maternass m
rapidamente se estende a todo o0 genoma materrmpmaienos no periodo de 1-5 haf.
O material genético paterno, por esta altura, edortem HPA, nem meH3 (histona H3
metilada) ligadas [42]. A auséncia deste factoefflseromatico no genoma paterno €,

consequentemente, significante e consistente comsontecimento de desmetilacédo
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preferencial do DNA paterno, evento que ocorre f4[42]. A HP1y aparece por volta
da fase S/G2 no zigoto, e a HPR1d0 aparece antes do estadio de 4 células [46].

O rapido recrutamento da HRfa para as histonas metiladas da cromatina
materna pode ter consequéncias importantes. Pamgiotege o DNA materno da
desmetilacdo, que sO é observada no genoma paterteombém sugere que as
interaccdes entre meH3/HP1 podem estar ligadasaanustilagcaale novopreferencial
do DNA do genoma materno [42, 47]

Foi demonstrado que o0s zigotos de ratinho nédo passuarias marcas de
metilagdo nos residuos de lisina das H3 e H4 no(gteo de origem paterna, estando
presentes no prondcleo de origem materna, o queainohm fendmeno de assimetria
pronuclear [42-47]. Esta assimetria molecular alinente observada nos pronucleos,
vai comecando a desaparecer a partir das 12 laflexar de existir a partir do estadio
de 2 células [42-47].

Sabendo-se desta assimetria molecular nos promsigiasculino e feminino em
zigotos de ratinhos, um estudo foi realizado enotag) humanos tripronucleados [48]
para determinar a sua composi¢cdo molecular e tpetaeber qual 0 mecanismo por
tras da ocorréncia de trés prondcleos. Os 19 Agptovenientes de ciclos de IVF,
mostraram todos ter um prondcleo muito marcado @it®s dois com fraca marcacao
(ap6s imunofluorescéncia), e dos zigotos proveegde ciclos de ICSI (11), em 2 néao
houve diferencas, 4 obtiveram dois prondcleos muitarcados e um com fraca
marcacao, e o restante zigoto apresentava um peondwito marcado e dois com
fraca marcacédo. As conclusdes retiradas do estudmfque a desmetilagao do material
paterno comeca logo apos a fertilizacao, tantoratshos como nos humanos e que a
replicacdo dependente da desmetilacdo dos cromassomaternos também ocorre
depois da primeira divisdo mitética nos embrioeq.[4

Recentemente, foi realizado um estudo em zigotmsahos monopronucleados
[49] também para perceber se a assimetria epiganéttava presente em zigotos
monopronucleados, e qual a diferenca entre osatkys/de ICSI e os de IVF (Tabela

V). Foi realizada Imunofluorescéncia com um anpogpara a Me(3)H3KO9.
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Tabela V: Resultados de [49].

Tecnica _ .
.. _ | Node Zigotos Conclusbes
Fertilizacdo

39 (87%) — padrédo de marcagdo ndo uniforme — origern
parental

IVF 45 2 (4%) — ndo houve marcacao — prondcleos de onerna
4 (9%) — padrao de marcagdo uniforme — prondclems d
origem materna
15 (45%) — padrédo de marcacdo uniforme — pronuadiecs
origem materna
8 (24%) - ndo houve marcacdo — pronucleos de origem

ICSI 33

paterna
10 (30%) - padrdo de marcacdo nao uniforme — origem

parental

Este estudo demonstrou que existe também assineglig@nética nos zigotos
humanos 1PN. Os zigotos de IVF com pronucleos qostravam um padrdo de
marcacao nao uniforme (87%), eram de origem birpakeoriginados por cariogamia.
Quanto aos que ndo apresentavam marcacdo (4%guderido que o mecanismo de
formacdo de 1PN, seria a total extrusdo do genoatarno para o segundo globulo
polar, dando origem a pronucleos s6 de origem mpateRelativamente aos que
apresentavam um padrao de marcacao uniforme (omgatarna) (9%), foi sugerida a
nao descondensacédo do espermatozoéide ou, ndo éé&aendo ovaocito.

Relativamente aos zigotos de ICSI, para 45% swugera ndo descondensacao do
espermatozoide como o mecanismo principal de faimalg 1PN. Nos zigotos 1PN
que apresentaram um padrdao de marcacao nao unif@®de), foi sugerido como
mecanismo a cariogamia, que, segundo o0s autore® mmibrrer apesar do
espermatozoide ser injectado longe da placa m@tafaRara os zigotos que nao
apresentaram marcacgao no pronudcleo (24%), foi glaygal como em IVF, a extruséo
completa do genoma materno para o segundo glébalar pomo mecanismo

responsavel pelo aparecimento de 1PN [49].
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2 - Objectivos

Como ja foi referido, foram realizados estudos @gotes monopronucleados
provenientes apenas de ciclos de IVF [14, 15], eeembrides derivados de zigotos
monopronucleados provenientes de ciclos de IVF 17,e de IVF e ICSI [18, 22],
para se tentar esclarecer qual a sua origem. Sement destes estudos, 0s zigotos
foram analisados no primeiro digevron et al., 1995), recorrendo a FISH. Nos outros
estudos foi utilizada a FISH, citogenética clasgcBISH em simultaneo, ou PCR e
FISH. Os globulos polares ndo foram processadoguatiquer destes estudos e também
nao foram analisados zigotos derivados de ciclosdGfd. O numero de zigotos
analisados foi, também, relativamente pequeno (melfstudo de Balakier et al., 1993,
e n=16 no estudo de Levron et al., 1995) paraaein conclusbes seguras. Quanto aos
estudos que analisaram blastbmeros de embridesvadesi de zigotos
monopronucleados, podem nao reflectir bem os mewas iniciais, visto que, nas
varias mitoses do embrido h& erros de segregacéopqdem ocorrer e originar

conclusdes erradas.

2.1 — Objectivo geral

Neste contexto, e para esclarecer a origem genética zigotos
monopronucleados, estudamos apenas estes no dieritados de ciclos de ICSI
(n=64) e IVF (n=18) conservando e analisando tambgigidbulos polares.

2.1.1 — Objectivos especificos

Utilizando técnicas de citogenética molecular (dizacdo in situ com sondas
fluorescentes especificas para os cromossomas X8 ¥,21 e imunoflorescéncia para
as laminas nucleares e histona H3 trimetilada s1aali9), fomos, nas amostras acima
especificadas, analisar:

» qual a constituicdo cromossOmica dos pronucleogsegtbbulos polares
(FISH) para percebermos se a meiose se realizoactamente e qual a
ploidia do espermatozdéide que fertilizou o ovadcito;
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» se existe diferenca nos mecanismos de formacaesdegiotos em ICSI e
em IVF;

* se 0s pronucleos sdo de origem materna ou paeroaendo a MeH3K9
(IF) visto que quando h& apenas existéncia do cssama X, este pode
ser materno ou paterno, e, recorrendo s6 a FISHaldmos;

* se as laminas nucleares estdo envolvidas na rugturiavélucro dos
pronucleos, assim como estdo na desagregacdo eegaedo dos

involucros nucleares na mitose;
2.1.2 — Objectivos sociais
Com este estudo poder-se-a inferir se algumasqggésl moleculares humanas
poderdo estar associadas ao aparecimento de zigwimsopronucleados e,

indirectamente, analisar qual a possivel utilizaglinica destes, em casais sob

tratamento para infertilidade.

34



3 - Materiais e Métodos

3.1 — Pacientes

Um total de 82 zigotos humanos monopronucleadoanfoanalisados apés
consentimento informado de casais (n=65), em cidésatamentos de fertilizacdo in
vitro (IVF) e injeccao intracitoplasmatica (ICSI i€entro de Genética da Reproducao
Professor Alberto Barros (CGR), Porto.

3.2 — Estimulacao ovarica

As mulheres foram hiperestimuladas hormonalmentaat#o controlado segundo
critérios descritos [50, 51]. Para o protocolo asfana hormona libertadora de
gonadotrofinas (GnRH), acetato de burserelina (@dd, sc; Suprefact. Hoechst,
Frankfurt, Germany) foi iniciado a meio da fasee&itdo ciclo anterior. Apds a
diminuicao da libertacdo de hormona pela hipéfisdpse foi reduzida para 0.4 mg/d, e
combinada com FSH (rFSH; Gonal F: Serono, Genenvdz&land; Puregon: Organon,
Oss, The Netherlands) e foi administrada até autdi maior atingir um diametro
médio de 18 mm, ou, dois ou mais foliculos atingire didmetro de 17 mm. O
protocolo flexivel de multiplas doses antagoniss&nRH, rFSH, foi iniciado no 2° ou
3° dia do ciclo menstrual (com ou sem pré-tratametantraceptivo oral). Os
antagonistas das GnRH, cetrolelix (Cetrotide: Sa&roau ganirelix (Orgalutran:
Organon), 0.25 mg/d, sc, foram administrados diagiae, iniciados quando o foliculo
maior tinha atingido um didmetro de 12 mm e até ashgir um didmetro médio de 18
mm, ou, dois ou mais foliculos atingirem o diameti® 17 mm. Para ambos o0s
protocolos, a dose inicial de rFSH foi escolhidaaderdo com as caracteristicas das
mulheres, ndo se observando diferencas entre 00 gdgp pacientes que foram
submetidas ao protocolo agonista as GnRH do gragmadientes que foram submetidas
ao protocolo antagonista.

As doses iniciais de rFSH variaram entre 100-18520-250 IU e 300-450 IU.
Independentemente do protocolo ao qual foram subdasetdoses iniciais mais elevadas
de rFSH (a que algumas pacientes foram submetigstslyam associadas ao aumento
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da idade da mulher, FSH basal, indice de massarab® nimero de tentativas, e com
0 decréscimo do volume ovarico e numero total dielos antrais. Para ambos os
protocolos, hCG urinaria (5,000-10,000 IU, im; Rrgg Organon) foi administrada 35
h antes da recolha dos foliculos ovaricos granaesappiracdo folicular guiada por

ultra-sonda, usando meio de lavagem (Medicult, Gbagen, Denmark) [52-54].

3.3 — Procedimento laboratorial (CGR)

3.3.1 - Preparacédo do sémen para IVF e ICSI

O sémen foi colocado numa estufa a 37°C (5% €® ar humidificado) durante
30 minutos para promover a liqguefac¢cdo do liquidmieal. As amostras foram, de
seguida, sujeitas a centrifugacao (20 min, 1200, iR) por gradientes (Suprasperm
System, Medicult), para remover microrganismos,cdeiios, células germinais
imaturas e espermatozoides andmalos. Finalmentesmermatozoides mais moveis e
morfologicamente normais foram purificados por swim Para este efeito, o pellet foi
recoberto com 0.5-1 ml de sperm preparation med&PM) ou G-MOPS (Medicult) e
incubado durante 1 h. Os espermatozoides que raigraté a superficie (fraccao
“swim-up”) foram recolhidos e utilizados para asniéas de fertilizacdo assistida [54,
55].

3.3.2 - Preparacdo dos complexos cumulus-ovacito

Depois de recolhidos, os foliculos foram cultivados meio de fertilizacdo in

vitro, IVF (Medicult), durante 2-4 horas para matio extracorporal final.
3.3.3 — Microinjeccao

Nos casos sujeitos a microinjeccdo, os foliculamnfo incubados durante 30
segundos em 80 IU de solugdo de hialuronidase {fio \Hyadase, Medicult) para

dissociacdo das células foliculares (digestdo d#&ianaextracelular rica em acido

hialurénico). As células foliculares foram depoigaanicamente removidas em SPM
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com pipetas de desnudacédo (0.134-0.145 mm; Swefedunda, Sweden). Os
ovocitos isolados foram entdo cultivados em mei& Qurante 1-2 h a 37°C numa
atmosfera humidificada de 6% €© 6% Q em N, para recobro da manipulacéo. Para
a microinjeccao (ICSI), os espermatozoides foramecsmnados segundo critérios
morfolégicos estritos [8] num microscopio invertitiikon com micromanipuladores
Narishige (Nikon, Tokio, Japan) e micropipetas (4a% Swemed, Frolunda, Sweden).
Os ovaécitos foram injectados em meio SPM ou G-M@®E&dicult), pelo método de
deslocacdo do ooplasma [56-59]. Os ovacitos injledtaforam cultivados em meio
ISM1 (Medicult).

3.3.4 - Fecundacéo in vitro

Os foliculos foram distribuidos por placas de caltde 4 pocos de 1 ml (Nunc™,
Rochester, NY, USA). Cerca de 4 foliculos foramocatlos em cada poc¢o, contendo
500 pl de meio ISM1, aos quais foram adicionadoscacede 50000-100000

espermatozoides por mililitro.

3.3.5 - Classificacao dos Zigotos

Os ovaocitos foram observados e classificados 14-af06s fertilizacdo assistida.
Os zigotos com um pronucleo e dois glébulos pol@rEsli2PB), ou um prondcleo e um
glébulo polar (1LPN1PB) foram seleccionados para resgnte estudo por nao
apresentarem sinais normais de fecundacdo (2PNZRigs de serem processados,
uma segunda observacao foi efectuada passadas @fafatconfirmar a existéncia de

apenas um pronucleo.

3.4 - Divisdo das amostras por grupos

Os 82 zigotos monopronucleados foram divididos engr@pos: 60 foram
analisados por hibridizagdo in situ com fluores@ndFISH) e 22 por

imunofluorescéncia (IF).
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Dos 60 seleccionados para a FISH, 48 eram provesiele ciclos de ICSI e 12
de ciclos de IVF. Nos casos de ICSI foram analisad®d com 1PN2PB e 6 com
1PN1PB e nos casos de IVF foram analisados 11 ¢%2RB e 1 com 1PN1PB.

Dos 22 seleccionados para IF, 16 eram proveniatgesiclos de ICSI e 6 de
ciclos de IVF. Nos casos de ICSI foram analisadbsdin 1PN2PB e 2 com 1PN1PB e
nos casos de IVF foram analisados 5 com 1PN2PBoen11PN1PB.

3.5 - Fixacao

Os zigotos foram transferidos para uma caixa de & uma gota (4Q0) de
1% citrato de sodio (Sigma, St Louis, USA) ondenmereceram durante 10 minutos
para permitir a sua turgescéncia. Depois foranstesiclos com uma micropipeta num
volume de 2.pl para laminas revestidas com poli-L-lisina (Mer@éhzef,
Braunschweig, Germany). A poli-L-lisina confere ugsga positiva a lamina, o que
vai facilitar a aderéncia do DNA (com carga elé@etiéxterior negativa) a esta.

O volume de citrato de sédio nas laminas foi rdtrauidadosamente para se
proceder & fixacdo com fixador Carnoy (3:1 v/iv Mela Acido acético - Merck
Darmstadt, Germany). O fixador foi adicionado egofas de 1l da seguinte forma: a
primeira gota adicionada a cerca de 5 cm de attar@mina e as seguintes diminuindo
cerca de 1 cm das anteriores [60]. Com esta fixaggmonucleos e os globulos polares
ficam separados geograficamente na lamina fadilldansua posterior andlise.

As laminas foram lavadas em PBS (Sigma, St LouSAlJe agua destilada
durante 4 minutos cada e desidratadas em etanule@a Barcelona, Spain) a 70, 96 e
100% durante 1 minuto em cada.

As laminas foram deixadas secar a temperatura aigbie

3.5.1 - Tratamento com pepsina

Antes da hibridizagao in situ com fluorescénciaaa®stras foram submetidas a
um tratamento numa solucdo de pepsina &0al; Sigma, St Louis, USA) para
remover restos de citoplasma para a penetracéoddas ser eficaz.

As amostras ficaram na solucdo de pepsina durénteirfutos em banho maria a
37°C.
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Depois deste tratamento as amostras foram lavadadgea destilada e PBS e
fixadas numa solucédo de 1% de paraformaldeido (B¥#6alina; Sigma, St Louis,
USA) em PBS a 4°C durante 10 minutos [54].

3.6 - Hibridizacao in situ com fluorescéncia FISH

Para a realizacdo da FISH seguiu-se um protoceldgmente publicado [61].

Procedeu-se a mais uma lavagem das amostras ene B destilada e a sua
desidratacdo em etanol a 70, 96 e 100% (1 minutoaela solucao).

As laminas foram deixadas secar a temperatura aigbie

Foi preparada uma mistura de sondas (VWysBés Plaines, IL, USA) com
marcacdo fluorescente de acordo com protocolo decanéful de tampédo de
hibridizacdo Lsi, fil de CEP18 espectro azulullde Lsi espectro vermelhoullde
CEPX espectro verde, @b5de YSATIII espectro vermelho e @b5de YSATIII
espectro verde). Um volume dgl 8lesta mistura foi adicionado a cada amostra.

As amostras foram colocadas numa placa de aquettinfiliYBrite™, Vysis®,
CA, USA) a 75°C durante 4 minutos para desnaturaltBdNA e seguidamente
colocadas numa cadmara humida e escura numa estlBd@°@ para ocorrer a
hibridizacéo, entre 4 horaaernight

Apé6s a hibridizacdo, as amostras foram lavadas elac@s de 60% de
formamida (Fluka, Seelze, Germany) a 42°C, 2xSS@ling sodium citrate)
(Invitrogen™, Paisley, UK) a 42°C e em 4xSSC end%dween-20 (Sigma, St Louis,
USA) a temperatura ambiente e com agitacdo. Cadaydan foi feita em copo para
laminas e durante 3 minutos [62]. O modo de pre@aralas solucbes encontra-se no
Anexo 1.

Depois de lavadas em PBS e 4gua destilada e desidsade novo em etanol a
70, 96 e 100%, as laminas foram montadas em larzbaetauma gota (aproximadamente
10ul) de meio Vectashield (Vector) contendo jl.5de DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole; Vector Laboratories, Burlingame, G4SA) para visualizagdo do DNA
em microscoépio de epifluorescéncia (Axiolmager Zarl Zeiss Inc., New York, USA).
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3.7 - Imunofluorescéncia

Os zigotos foram lavados numa gota @p@e PBS a 37°C [47], numa caixa de
Petri, fazendo “up and down” com a micropipeta. @epforam transferidos para
laminas de poli-L-lisina (um por lamina) el2de tampao de lise citoplasmatica foi
adicionado. Mais tampao foi sendo adicionado cuidachente até a lise celular. As
laminas foram deixadas secar a temperatura amijietite

Seguidamente, as amostras foram submetidas a tamémato com uma solucéo
de pepsina em agua destilada a 37°C, em banho, maréate 20 minutos [54] Depois
deste tratamento foram lavadas em agua destil&BSedurante 15 segundos em cada,
e nao se deixaram secar.

Uma gota de Metanol (Mer@k Darmstadt, Germany), a -20°C (200 foi
colocada sobre cada amostra para fixacdo do mategp@ssados 10 minutos a gota foi
decantada e as amostras lavadas duas vezes, duraimtetos cada, em PBS a 4°C.

Para permeabilizacdo do material foi usada uma&olde 0,5% de Triton X-100
(Sigma, St Louis, USA) em PBS durante 15 minutaseguidamente, as laminas foram
lavadas 3 vezes em PBS, durante 5 minutos cadmetatura ambiente.

Para bloquear ligacdes inespecificas do anticdipaytilizada uma solucéo de
1% de BSA em PBS durante 30 minutos a temperatarbieate (20Ql foram
adicionados a cada lamina).

Seguidamente, uma mistura de 2 anticorpos primaf@msadicionada a cada
amostra (200l): rabbit polyclonal to Histone H3, tri methylated Igsine 9(ab8898,
Abcam, Cambridge, UK) anouse monoclonal to pan Lami@b20740, Abcam,
Cambridge, UK) diluidos em 1% BSA em PBST em ddeg de 1:500 e 1:50
respectivamente. As amostras foram deixadas a anculbma camara humida, a 4°C

overnight

No dia seguinte, a mistura de anticorpos foi dematias laminas e estas lavadas
3 vezes em PBS durante 5 minutos, e seguidameriebadas com a mistura de
anticorpos secundarios (30D goat polyclonal to rabbit IgG — H&lconjugado com
Cy5 (ab6564, Abcam, Cambridge, UKpeat anti-mouse IgGa1 conjugado com FITC
(sc-2078, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,n@ery) diluidos em 1% de BSA

em PBST em dilui¢cdes de 1:600 e 1:100 respectivean@s amostras foram deixadas a
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incubar numa camara humida e escura durante umea d&demperatura ambiente
(protocolo modificado d¢63]). O modo de preparacdo das solu¢cdes encontra-se no
Anexo 1.

As laminas foram lavadas novamente (3 vezes emdeBfite 5 minutos), e sem
se deixarem secar foram montadas em lamela de garmouma gota de DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole, Vectashield, Burlingar@, USA).

As amostras foram observadas num microscopio diéu@mscéncia e foram
tiradas fotografias digitais com o programa Axidef€ (Carl Zeiss Inc., New York,
USA). ApOs esta observagdo, estas mesmas amostras fsubmetidas a FISH,

seguindo o procedimento acima mencionado, e old&s\wde novo ao microscopio.

3.8 — Tratamento Estatistico

O tratamento estatistico foi feito com recurso estet exacto de Fisher (two-
sided), com um nivel de significancia de p<0.08ijzando o programa SP8%ersao
16 para Window3.
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4 — Resultados

4.1 — Resultados da FISH

Para andlise s6 por FISH, foram seleccionadosdias.

Os 12 zigotos de ciclos IVF processados, foram gmimntes de um total de 11
casais. A media de idades das mulheres foi de 8§, @ariando entre os 30 e 40 anos.
A média de idades dos homens foi de 38 anos, driantre os 32 e 42 anos. Os dados
das fichas clinicas destes pacientes encontrara-tbala do Anexo 2.

Nos zigotos 1PN2PB (11), obtivemos 1 com apenapnamicleo visivel (9%) e
sem espermatozoide (caso 23495). Este pronuclechagkbide com dissomia do
cromossoma 21 (18,2121,X). Nos restantes zigot@3, (1 (9%) apresentava um
pronucleo (sem marcacéo) e um espermatozoide gopuagensar (caso 25646), e nos
outros 9 (82%) foram encontrados dois pronucleds ag-ISH (Tabela VI).

No Uunico zigoto com 1PN1PB foram encontrados 2 (mieos, 1 com
constituicdo diploide (1818,2121,XX) e o outro ceonstituicdo haploide (X,18,21)
(Tabela VlI).

Tabela VI: Resultados apds a FISH dos zigotos col2PB de IVF (n=11). ConstituigAo cromossOmica dos
pronucleos e glébulos polares.

Caso PB1 PB2 PNf la| Ib| E[ M PNm D|D°|la|[lb|E|[M
23495 - - haploide - + - - - - - - - - -
com dissomia 21
18,2121,X
25646 1818,X* 18,2121,X + - - - + + +
sem marcacéao
24853 - - diploide - + - - diploide - - - +
1818,2121,XX 1818,2121,XX
20543 18,2121,X 18,21,X dipléide - - + - haploide - - +
com monossomia com dissomia X
1818,2121,X 18,21,XX
24060 18,2121, XXX 18,XX haploide - - + - haploide - - - - +
18,21,X 18,21,X
25097 1818,2121,XX 18,X dipléide - - + - haploide - - - +
com monossomia com dissomia 21
1818,2121,X 18,2121,X
25454 18+%,21,X 18,X dipléide - - + - hapléide - - - - +
1818,2121,XX 18,21,Y
25541.1 1818,2121,X 18,21,X haploide - + - - haploide - - - - +
18,21* X 18,21,Y
25541.2 1818,21,X* 18,21,X haploide - - + - haploide - - - - +
18,21,X 18,21*X
25677 - - diploide + - - - haploide - - +
1818,2121,XX 18,21*X
9802 - 18,21,X hapléide - - + - dipléide - - +
18,21,X 1818,2121,XY

LegendaPB1 — 1° glébulo polarPB2 — 2° glébulo polarPNf — prontcleo femininoPNm — prondcleo masculino;
D - espermatozdide ndo descondensddf: espermatozdide a descondensar j& com cromossui@asdosj?
(intermédio a) — prondcleo com cromatina mais cosdda ;b (intermédio b) - pronicleo com cromatina pouco
condensadaE — pronlcleo com cromatina muito expandibfa- metafase{+) — presente(-) — ausente(*) - duas
crométides visiveis
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A B

Fig.6 — Caso 24853. A — Pronucleos (Amp. x1000);IBiagem total

B C

Fig.7 — Caso 25541.1. A — Pronlcleo masculino; Bonfeleo feminino; C - Glébulos polares (Amp. x1000).

A B

Fig.8 — Caso 25541.2. A — Pronlcleo masculino; Ben&gleo feminino; C e D -
Glébulos polares (Amp. x1000).
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Tabela VII: Resultados ap6s a FISH do zigoto com I de IVF (n=1). Constituicdo cromossémica dos
pronucleos e glébulo polar

Caso PB1 PNf la Ib E M PNm D D° la Ib E M
23844 - diploide + - - - Hapléide - - + - -
1818,2121,XX 18*21* X*

A B C

Fig.9 — Caso 9802. A — Pronucleo masculino; B — &¢ctao feminino; C — 2° PB (Amp. x1000).

A B

Fig.10 — Caso 23844. A — Pronlcleo masculino; B -alrie@o feminino (Amp. x1000).

Os 48 zigotos de ciclos ICSI processados, foramagmientes de um total de 33
casais. A meédia de idades das mulheres foi de 88, aariando entre os 20 e 40 anos.
A média de idades dos homens foi de 35 anos, \driantre os 28 e 48 anos. Os dados
das fichas clinicas destes pacientes encontrara-&bala do Anexo 3.

Nos zigotos 1PN2PB (42), foram encontrados 16 (38%jh um pronucleo
feminino e espermatozoide ainda condensado, 1B8%@8om um pronucleo feminino
e espermatozoide a iniciar a descondensacado (jaccomossomas marcados) e 14
(33.3%) com dois pronucleos. Dos 16 zigotos emajespermatozoéide se encontrava
ainda condensado, 2 (13%) ndo tiveram marcacaocomaossomas no pronucleo
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feminino, e os restantes 14 (88%) eram hapléides. I2 zigotos cujo espermatozoide
estava a iniciar descondensacéo e ja tinha cromassmarcados, todos apresentavam
haploidia no pronucleo feminino. Dos 14 zigotos cdois pronucleos, 2 (14.3%)
apresentavam diploidia nos prondcleos femininosasa25346 e 26976.2) e os
pronucleos masculinos eram hapléides (18,21,X ¥)18,(7.1%) apresentava diploidia
no pronucleo masculino e o pronucleo feminino epldide (caso 19623), 1 (7.1%)
tinha o pronucleo masculino aneupléide (X) (casb729, e os restantes 10 (71.4%)
apresentavam haploidia tanto no pronucleo femiogrmoo no masculino (Tabela V).

Quanto aos zigotos 1PN1PB (6), 2 (33%) tinham oemsatozoide ainda
condensado (casos 24161 e 26461), 1 (17%) apreaemspermatozoide no inicio da
descondensacdo, com cromossomas ja marcados @&&4.D), e os restantes 3 (50%)
apresentavam os dois prondcleos bem visiveis. Taltam o prondcleo feminino com
constituicdo dipldide, excepto 1 (17%) que tinhawanstituicdo cadtica (caso 26461).
Quanto aos pronucleos masculinos, todos eram lolgsl¢i abela 1X).

§
A

Fig.11 — Caso 24914.1. A — Pronucleo feminino e msamzdide condensado; B e C — Gldbulos Polares (A&q00).

- C
B

B

A
Fig.12 — Caso 26233. A — Pronucleo masculino; B -alai@o masculino e 2° PB; C — 1° PB (Amp. x1000).

45



Fig.13 — Caso 25346 — Pronucleos masculino e femifimp. x1000).

A C

Fig.14 — Caso 26976.2. A - Pronucleo masculino;Aenucleo feminino e 1° PB (Amp. x1000).

D

Fig.15 — Caso 24262. A - Pronlcleo masculino; B -a&ekeo feminino; C - 1° PB (Amp. x1000); D - Imagttal.
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D

Fig.16 — Caso 24857.1. A - Pronucleo masculino; Boniicleo feminino; C — Globulos polares (Amp. x@Q® - Imagem
total.

a7



Tabela VIII: Resultados ap6s a FISH dos zigotos déthi2PB

glébulos polares.

de ICSI (n=42). Constituicdo cromossémica plosicleos e

Caso PB1 PB2 PNf la Ib PNm D D° la Ib
24654 1818,2121,XX - + - + + - - -
sem marcacao
25960.3 1818,2121,XX 18,21* X + - + + - - -
sem marcagao
12652 18*21,X* 18,21* X hapléide + + + - - -
18,21,X
12677.1 18,21,X 18,21,X hapléide - + + - - -
18,21,X
17047 18,21* 18,21,X hapléide + - + + - - -
18,21,X
19575 18,21,X 18*%,21% X* hapléide - - + + - - -
18,21,X
21554 18,21,XX 18,21,X hapléide - - + + - - -
18*%21,X
24914.1 18%21,X 18,21,X hapléide - - + + - - -
18,21,X
24914.2 1818,2121,XX 18,21,X hapléide - - + + - - -
18,21,X
25047 1818,2121,X* 18,21,X hapléide - - + + - - -
18,21,X
25265 1818,2121,XX 18,21,X hapléide - - + + - - -
18,21,X
25704 1818,21,XX 18*21,X hapléide - - + + - - -
21,X
25960.1 18,21,X* dividido haploide - + + + - - -
18,21,X
26113 1818,21* X* 21,X hapléide - + + + - - -
18,X
26137 1818,2121,XX 18,21,X hapléide - - + + - - -
18,21,X
26619 1818,2121,X 18,21,X hapléide - - + + - - -
18,21,X
19943 1818,21* X* 18,21,X hapléide - - hapléide - + - -
18,21,X 18,21,X
24161 18,21,X 18,21,X haploide - - haploide - + - -
18,21,X 18,21,XX
24857.2 18*21,X* 18,21,X hapléide - + hapléide - + - -
18,21,X 18,21,Y
25573 1818,2121,XX 18,21,X hapléide - - hapléide - + - -
18,21,X 18,21,Y
25784 dividido 1818,2121,XX hapléide - - hapléide - + - -
1818,21,X
1818,2121,XX 18,21,X 18,21,XX
25785 1818,2121,XX 18,21,X hapléide - - hapléide - + - -
18,21,X 18,Y
26233 fragmentado 18,21,X haploide - - haploide - + - -
1818,2121,XXX 18*21,X 18,21,X
15260 18,21*X 18,21,X hapléide - + hapléide - + - -
18,21,X 18,21,X
22240.2 18,21,X 18,21,X hapléide - - hapléide - + - -
18,21,X 18,21,X
25315.3 18,21* X* 18,21,X hapléide - - hapléide - + - -
18,21,X 18,21,X
22240.1 18,21,X 18,21,X haploide - - haploide - + - -
18,21,X 18,21,Y
22240.3 18*,21* X* 18,21,X hapléide - - hapléide - + - -
18,21,X 18,21,Y
25346 - - diploide + - haploide - - - +
1818,2121,XX 18,21* X
26976.2 1818,2121,XX 18,21,X dipléide - + hapléide - - - -
1818,2121,X* 18,Y
19623 18,21,X dividido hapléide - - dipléide - - - +
18,21,X 18,21,X
18,21,X 18*2121,XX
25577 1818,2121,XX 18,21,X haploide - - aneupldide - - - +
18,21,X X
12677.2 18*,21*X - hapléide - + hapléide - - + -
18,21,X 18,21,X
12677.3 1818,2121,X 18,X hapléide - - hapléide - - - +
18,X 18,21,X
24262 1818,21* X* - hapléide - + hapléide - - + -
18,21* X* 18,21,X
24895 18,21,X 18,21,X haploide - - haploide - - + -
18,21,X 18,21,X
25315.1 1818,2121,XX 18,21,X hapléide - + hapléide - - + -
18,21,X 18,21,X
25315.2 18,21,X 18,21,X haploide - - haploide - - + -
18,21,X 18,21,X
25960.2 dividido 1818,2121,XX hapléide + - hapléide - - + -
18,2121, X* 18,21,X 18,21,X
18,21,X
23793 1818,2121,XX* 18,21,X hapléide - - hapléide - - + -
18,X 18,Y
24857.1 1818,2121,X*X* 18*%,21% X* hapléide - - hapléide - - + -
18,21,X 18,21,Y
26976.1 1818,21,XX 18,21,X hapléide - - hapléide - - + -
18,21,X 18,21,Y




Tabela IX: Resultados apés a FISH dos zigotos coi1PB de ICSI (n=6). ConstituicAo cromossOmica dos
pronucleos e glébulos polares.

Caso PB1 PNf la Ib E M PNm D D° la b E M
24161 18,21,X diploide - - + - + + - - - - -
com monossomia 21
1818,21,XX
26461 1818,2121,XX Cadtico - + - - + + - - - - -
(muitos sinais)
26684.1 18%,2121,XX diploide + - - - haploide - + - - - -
com monossomia 18 18,21,Y
18,2121, XX*
25960 18%,21,X diploide - + - - haploide - - - + - -
1818,2121,XX 18,21
26684.2 1818,2121,X diploide - + - - haploide - - + - - -
1818,2121,XX 18,21,X
26684.3 18,21,X diploéide + - - - haploide - - - - - +
1818,2121* XX 18,21,X

A B C

Fig.17 — Caso 24161. A - Pronucleo feminino e esp@mdide condensado; B — 1° PB (Amp. x1000); C - ématptal.

A B

Fig.18 — Caso 26684.1 — Pronucleos feminino e mawguB — 1° PB (Amp. x1000).

A

Fig.19 — Caso 26684.3 — A - Pronlcleo masculinoéeudd polar; B — Prontcleo feminino (Amp. x1000) Gmagem
total.
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4.2 — Resultados da IF

Para IF seguida de FISH foram seleccionados 22a5go

Os 6 zigotos de ciclos IVF processados, foram prievees de um total de 4
casais. A meédia de idades das mulheres foi de @6, aariando entre os 35 e 36 anos.
A média de idades dos homens foi de 38 anos, driantre os 37 e 40 anos. Os dados
das fichas clinicas destes pacientes encontrara-&bala do Anexo 4.

Nos zigotos 1PN2PB (5), todos apresentavam doisilpteos aquando da
observacdo apods a imunofluorescéncia, embora eos tee tenha visto apenas um
pronicleo na observacdo ao microscopio invertidtesardo processamento das
amostras. Em 2 casos (40%), obtivemos marcacadt&mea para 0s anticorpos contra
as laminas e contra a histona num dos pronucleogyeo nos indicou que eram
pronucleos femininos e que tinham involucro nucletacto (casos 26837.1 e 27410.2
— Tabela X). Quanto aos pronucleos masculinos desnms casos nhdo apresentaram
marcacao para qualquer anticorpo. Em outros 2 d@€9%) houve marcacdo para o
anticorpo contra a histona nos pronucleos feminin@s ndo se obteve marcacao para
0 anticorpo contra as laminas. Ja nos pronuclecscutinos dos mesmos casos,
obtivemos marcacgéo do anticorpo contra as lamoeaso§ 28039 e 27410.1). No zigoto
restante (20%), nos dois prondcleos ndo se obsenamhuma marcagdo (caso
26837.2), o que pensamos ter sido devido a falh#&daica. No que respeita aos
resultados da FISH apdés a IF, revelaram que 2 (4@ prondcleos femininos tinham
uma constituicdo cromossomica dipléide e os oWBr@0%) tinham uma constituicdo
hapléide. Quanto aos pronucleos masculinos, 4 (&)¥@sentavam haploidia e, em 1
(20%) dos casos, o pronucleo masculino apresenanaconstituicdo cromossomica
considerada diploide (18,2121,XY), o que sugereiridacdo por um espermatozoéide
dipléide com monossomia 18 (Tabela X).

No Unico zigoto 1PN1PB (caso 27361), foram encdoga pronucleos depois de
realizada a imunofluorescéncia, apesar de também &r visto um pronucleo antes do
processamento da amostra. Dois dos pronucleosativenarcacdo para 0 anticorpo
contra a histona, e um deles apresentava tambépagaar para 0 anticorpo contra as
laminas nucleares. O outro pronucleo ndo teve maocgara os dois anticorpos.
Relativamente a sua constituicAo cromossomica adsaelapdés a FISH, os trés

pronucleos apresentaram haploi@iabela XI).
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Tabela X: Resultados apés a IF dos zigotos com 1BN2AVF (n=5). Constituicdo cromossdémica dos prezaske
glébulos polares.

Caso PB1 PB2 PNf la b Lam H3K9 PNm D° la b Lam H3K9
26837.1 1818,2121,XX 18*21* X hapléide + + + hapléide - - + -
18*,21* X 18,21* X
27410.2 + 18,21,X haploide + + + hapléide + -
sem marcagio 18,21,X 18,21,Y
28039 - dipléide + + + +
1818,2121,XX sem marcagao
27410.1 + hapléide + hapléide - + +
sem marcagao 18,21,X 18,21,Y
26837.2 - 18,21,X dipléide dipléide - -
1818,2121 XX monossomia 18
18,2121, XY

LegendaPB1 — 1° glébulo polarPB2 — 2° glébulo polarPNf — prontcleo femininoPNm — prondcleo masculino;
D" - espermatozoide ndo descondensddf: espermatozéide a descondensar jA com cromossma@sados;?
(intermédio a) — pronucleo com cromatina mais cardda ;Ib (intermédio b) - pronicleo com cromatina pouco
condensadaE — proniicleo com cromatina muito expandit¥a;— metafaselL.am — anticorpo contra as laminas
nuclearesH3K9 — anticorpo contra a histona H3 trimetilada nadis9; (+) — presente(-) — ausente(*) - duas
cromatides visiveis.

Fig.20 — Caso 26837.1. A e C - Globulos polares; B-eA)SH dos Gldbulos polares; E — Pronlcleos masz@ feminino; F —
Marcacao por Imunofluorescéncia dos PN; G — FISsiRId
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Fig.21 — Caso 27410.2. A — Prontcleo masculino BB;°B — FISH; C — Pron(cleo feminino; D — FISH; E —dé& prontcleo
feminino; F — 2°PB; G — FISH do 2°PB

A B C
D E F
Fig.22 — Caso 27410.1. A — Pronucleo feminino; BSHEIC — IF do prontcleo feminino; D — prondcleo nudiso; E — FISH; F

— IF do prondcleo masculino

Tabela XI: Resultados ap6s a IF do zigoto com 1PNd®B/F (n=1). Constituicdo cromossémica dos proragke
glébulos polares.

Caso PB1 PNf la] Ib|] E| M| Lam | H3K9 PNm D|D°|la|Ilb|E | M |Lam | H3K9
27361 | 18,2121,X hapléide | + - - - + + hapléide| - - - + | - R R _
1818,21* X* 18,21,X
haploéide + - - - - +
18,21* X
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Fig.23 — Caso 27361. A — PB; B — FISH; C — Pronuclesaulino; D — FISH; E — Pronucleo feminino; F - % - IF

Os 16 zigotos de ciclos ICSI processados, foramepientes de um total de 17
casais. A meédia de idades das mulheres foi de @6, aariando entre os 31 e 43 anos.
A média de idades dos homens foi de 37 anos, driantre os 33 e 44 anos. Os dados
das fichas clinicas destes pacientes encontrara-&bala no Anexo 5.

Nos zigotos 1PN2PB (14), em 1 (7%) observou-se agpem prondcleo apoés a
IF, com marcacao somente para o anticorpo corftist@na (caso 24023 — Tabela XIlI),
enquanto que em 13 (93%) foram encontrados domsipleos. Em 5 destes 13 casos
(38%), obteve-se marcacdo para os dois anticorposdos pronudcleos (feminino), e
para o outro pronucleo ndo se obteve marcacao;aestesl(1/5) tinha o espermatozéide
ainda condensado (caso 21642). Em 4 (31%), umdosigleos s teve marcacgao para
as laminas, enquanto que o0 outro pronucleo soO eximes marcacao para a histona.
Noutros 3 zigotos (23%), foram encontrados esp@mdates ainda com cromatina
condensada, e, relativamente ao pronucleo femiin6,/%) casos, ndo apresentaram
marcacdo para os anticorpos, e 1 (33%) sO teveag@wcdo anticorpo contra as
laminas. No restante zigoto com dois pronucleos)(8%um deles teve marcacéo para
a histona, e o outro pronucleo ndo teve qualquecagao. Relativamente a FISH
realizada apds a IF, todos os pronlcleos mascujiosdsiveis apresentavam uma
constituicdo cromossomica haploide, e em 8 casé%)50s pronucleos femininos
apresentavam haploidia; ja em 4 zigotos (29%),ros(eleos femininos apresentavam
diploidia. Em 2 casos (14%) ndo se obteve marcagd&ISH, devido a cromatina

apresentar-se degradada (Tabela XII).
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Dos 2 zigotos 1PN1PB, num (50%), apdés a IF, fooatrado um espermatozéide

ainda por descondensar, e 0 pronucleo femininorteweacao apenas para o anticorpo

contra a histona. Ja no outro zigoto (50%), forawwoatrados dois pronucleos apos a

IF, e neste caso, um teve marcacdo para a histnéa teve marcacao para as laminas

(prondcleo feminino) e o outro tinha marcacdo Edaminas e néo tinha marcacéo

para a histona (pronacleo masculino). Os resultapos a FISH, revelaram que o caso

que apresentava 0 espermatozoide ainda por dessamdénha o pronucleo feminino

com constituicdo cromossomica diploide (muito prx@haente devido a ndo extrusao

do 2° glébulo polar), e o caso que apresentava plaslcleos tinha os dois com

constituicdo cromossomica hapléide (Tabela XIlII).

Tabela XII: Resultados apds IF dos zigotos com 1BN&PICSI (n=14). Constituicdo cromossémica dos prians
e glébulos polares.

Caso PB1 PB2 PNf la b M| Lam H3K9 PNm D D° la b E M Lam H3K9
24023 + + + - - + - + - - - - - - - - -
sem marcacao sem sem marcacao
marcacao
27724 1818,2121,XX 1818,21 hapléide + + + hapléide
18,21,X 18,21,Y
26678 18,2121,XX + dipléide com + + + hapléide +
sem monossomia 21 18,21,X
marcacao 1818,21* XX
26915 fragmentado + dipléide + + + hapléide +
18,X sem 1818,2121,XX 18,21,X
18,21 marcagao
18,X
18,X
25882 + + hapléide + + + +
sem marcacao sem 18,X sem
marcacao marcacao
21642 dividido 18,X hapléide + + + + +
21,X 18,21,X
21,X
18,21,X
27970 + + hapléide + + hapléide + +
sem marcagao sem 18,21,X 18,21,
marcagao
27618 1818,21,XX 18,X hapléide + + hapléide + +
18,21,X 18,21,Y
26684.1 18,21,X hapléide + + hapléide + +
18,21,X 18,21,X
17931 18,21,X 18,21,X haploide hapléide + +
18,X 18,21,X
26684.2 1818,2121, XX 18,21,X hapléide + + +
18,21,X
27905 + + + +
sem marcacao
8006 18,21,X dipléide com + + + +
trissomia X
(em diviséo)
1818,2121, XXX
28038 + + dipléide + + hapléide
sem marcagao sem 1818,2121,XX 18*21* X
marcagao

Tabela XIII: Resultados apés IF dos zigotos com Ilde ICSI (n=2). Constituicdo cromossdmica dos (ikaos
e glébulos polares.

Caso PB1 PNf la| b Lam | H3K9 PNm D|[D°|la|Ib Lam | H3K9
27500 diploide + - - + + + - - - - -
sem 1818,2121,XX
marcacao
13286 1818,XX haploide + haploide + +
18,21,X 18,21,Y
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Fig.24 — Caso 27724. A — 1° PB; B — FISH; C — 2° PB;BSH; E — Pronucleo feminino; F — FISH; G — IF=HPron(cleo
masculino; | — FISH

ITI- >I

.
F

Fig.25 — Caso 27970. A — Globulos Polares; B — Prieolfeminino; C — FISH; D — IF; E — Pronlcleo maswul F — FISH;
G-IF
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Fig.26 — Caso 27500. A — Pronucleo feminino; B — EISH- IF; D — PB; E — Espermatozoide condensado

B . .
C D

E

E F G H

Fig.27 — Caso 13286. A — Glébulos Polares; B — FISH; Pronucleo feminino; D — FISH; E — IF; F — Prdeamasculino;
G—FISH; H- IF
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5 — Discussao

Apds 0 nosso trabalho, precisdvamos saber se démga de zigotos 1PN no
Centro de Genética da Reproducéo Prof. A. Barrtas/@slentro do intervalo descrito
de 2-7% [13-20]. Fez-se um levantamento de todosiabss (ICSI e IVF) realizados
entre 01.09.2006 e 30.08.07 no CGR, e a incidéotsh de zigotos 1PN foi de 6.6%,
tendo a ICSI registado uma taxa de 6.9% e a IVF taxeade 5.45%. Estes valores ndo
revelaram diferenca entre ICSI e IVF (p=0.112)texa de incidéncia total encontra-se
efectivamente dentro do intervalo descrito porasiiutores. Neste periodo de tempo, a
taxa de 2PN, para a ICSI foi de 69.2% e para a T¢E%, e os dados revelaram
diferencas entre as técnicas (p=0.038).

Quanto aos resultados obtidos no nosso trabalhguaaespeita aos 16 zigotos
1PN2PB de IVF, observamos 1 (6.3%), em que corgiaes ter ocorrido falha na
fecundacdo do ovdcito, visto que ndo encontrameeresmtozoide (caso 23495 —
Tabela VI) e, consequentemente, o ovacito teradenfrma activacdo partenogenética.
Noutro caso (6.3%) (25646 — Tabela VI), o0 mecanisla@parecimento de 1PN foi a
falha da descondensacdo do espermatozoide, mecardenformacdo ja descrito
previamente [14]. Quanto aos restantes 14 zigo®&5%), encontrdmos dois
pronucleos apés FISH e ndo apenas 1, ao contrasiaudtros estudos realizados em
zigotos [14, 15, 49]. Esta observacdo sugere umamigno diferente que iremos
descrever aqui pela primeira vez. Aparentementes &asos devem-se a uma ruptura
prematura do invélucro nuclear (pPNBD — prematuompclear envelope breakdown),
que consiste numa desagregacdo precoce das lamic@sres, o que faz com que o
invélucro do pronucleo se rompa prematuramenteixedie ser visivel na primeira
observacdo ao microscopio para classificacdo dmdad. Destes 14 zigotos, 6 (42.9%)
mostraram uma constituicdo cromossémica normalld¢aspronucleos eram haploides)
e 8 (57.1%) apresentaram diploidia de um dos 2PNrtbnina, 1 masculina, 2 dupla),
0 que sugere um fendmeno de endoduplicacdo owsanme de aneuploidia germinal de
base. Nos estudos realizados a endoduplicacaaderida em 81% dos casos de IVF
em [17], 48% em [16] e 37% em [22].

Dos 2 zigotos 1PN1PB de IVF, naguele em que seradrsen 2PN (50%), o
mecanismo de formac&o de 1PN foi a pPNBD com néms&o do segundo glébulo

polar e consequente diploidia do PN feminino. Qoiaat outro zigoto (50%), em que se
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observaram trés pronucleos hapléides, ocorreu pPS®D cariocinese do feminino
(que seria inicialmente dipldide por ndo extrusa@seigundo glébulo polar). O facto de
poder ocorrer cariocinese nos pronucleos tambéns@amcontra descrito nos estudos

realizados previamente.

Nos 55 zigotos 1PN2PB de ICSI, 32 (58.2%) apresamtaalteracées na
descondensacdo do espermatozoide. Destes, 20 ([62Zi8&m o espermatozoide
condensado e 12 (37.5%) apresentavam descondengagéal do espermatozoide.
Excepto num caso, todos apresentaram genomas deplB7.5%). No Unico com
genoma feminino dipléide (3.1%) tera ocorrido engaitacdo precoce do DNA ou ser
resultado de uma aneuploidia germinal de basdditin). O mecanismo que originou
estes 32 zigotos foi a falha na descondensacasmiymeatozoide ou da activacdo do
ovocito, mecanismo que em [18] é sugerido para 63%«casos e em [22] para 31% dos
casos. Dos 23 zigotos em que se observaram domigens (41.8%), 16 (69.6%)
apresentaram pronucleos hapldides. Ja em 6 (2@ud?aos pronucleos era dipléide (5
femininos, 1 masculino), o que sugere endodupleai@ DNA ou uma aneuploidia
germinal. Um outro (4.3%) foi fecundado por um espeozoide aneupldide. Nestes 23
casos 0 mecanismo de formacéo foi a pPNBD.

Nos 8 zigotos 1PN1PB de ICSI, 4 (50%) apresentavalteracdo na
descondensacdo do espermatozoéide, sendo que d8stE®H%) apresentavam o
espermatozoide condensado e 1 (25%), o espermaddogaicialmente descondensado.
Em todos eles, o genoma feminino era anémalo, cdpioidia (3) ou cadtico (1). A
diploidia é explicada pela ndo extrusdo do segugidbulo polar, enquanto que a
constituicdo cadtica se deverd a uma endoreplicdedcegulada do DNA materno,
visto que o glébulo polar tinha constituicdo cros@msica normal. O mecanismo que
originou estes 4 zigotos foi a falha na descondgsdo espermatozoéide. Dos 4 (50%)
zigotos em que observamos 2PN, 1 tinha pronuclepides (25%) e um glébulo
polar dipléide, sugerindo uma aneuploidia germifegghinina de base. Os outros 3
apresentaram dipléidia feminina por ndo terem zadb a extrusdo do segundo globulo
polar. O mecanismo geral que levou ao aparecimagestes 4 zigotos com 2PN foi,
mais uma vez, a pPNBD.

Para confirmarmos o novo mecanismo responsavel gggoecimento de 1PN
(PPNBD), foi decidido estudar alguns zigotos pomummfluorescéncia, usando um

anticorpo para as laminas nucleares e um antiquaipm a Me(3)H3K9 (histona H3 tri-
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metilada na lisina 9). A marcacédo das laminas sesperada ocorrer apenas no PN
visivel, demonstrando que no outro teria ocorri@®BD por fosforilagdo das laminas

e desagregacao do involucro nuclear. A marcacdustiena H3, por ser especifica da
cromatina feminina, permitir-nos-ia distinguir o RNaterno do PN paterno, caso
apresentassem ambos cromossomas X. Ao diferendapsi@ronucleos, poderiamos

observar qual deles sofreria pPNBD, se se vergeEasmecanismo.

Nos zigotos de IVF confirmou-se o mecanismo de pPNBabelas X e XI),
tendo-se observado um predominio de casos massulgd®o). No zigoto 1PN1PB
(Tabela XIl) observou-se apenas invélucro nuclean das 3 pronucleos confirmando a
cariocinese do pronucleo feminino.

Nos zigotos de ICSI veio a confirmar-se tambémist&xcia de pPNBD (Tabelas
Xl e XIlI) em 31% dos casos quer no pronucleo méso, quer no pronucleo

feminino. Nos restantes casos ndo ocorreu desceackn do espermatozoide.

Comparativamente aos estudos efectuados previanpent®utros autores em
zigotos humanos monopronucleados [14, 15, 49] ob&ervamos pronucleos de origem
bi-parental, nem em ICSI, nem em IVF, ou seja, négservamos ocorréncia de
cariogamia dos pronucleos. Os nossos resultadogséanto, contrarios ao que tinha
também sido observado em outros estudos anteritemmealizados usando embrides
derivados de zigotos 1PN [18, 22].
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6 — Considerac0es finais

Nos mecanismos de formagdo dos 1PN estudados, @iskyvar-se que oS
mecanismos predominantes na ICSI sdo a ndo dessatd® do espermatozoide,
37/64 (57.8%), confirmada pelos estudos [18, 23, $#uida da pPNBD, 27/64
(42.2%), e na IVF o mecanismo predominante é a @PNB/18 (89%) versus 2/18
(11%). No nosso estudo ndo considerdmos a assiaananformacgdo dos pronucleos,
pois 0s zigotos que aparentemente apresentavamcrassa (estando um pronucleo
muito mais atrasado relativamente ao outro na descsacdo da cromatina, mas ja
com cromossomas marcados) resultaram, no fundo, uode alteragcdo da
descondensacdo do espermatozodide e foram condalodizcomo pertencentes a esse
mecanismo. Nos estudos anteriormente realizada@ssecronia foi sugerida como
sendo o0 mecanismo por detras da formacdo dos 1PRB&mdos casos na ICSI e em
71% na IVF no estudo [18] e em 49% dos casos de dni-[22], apesar destas
observacbes sO se basearem na observacdo do mestecde um segundo PN em
alguns zigotos 1PN aquando da segunda classificagamicroscépio, 2-6h apos a
primeira observacao.

A técnica de IF, no nosso estudo, confirmou a éomia de um mecanismo novo
de pPNBD, envolvendo, de facto, a desagregacatadasas nucleares e, portanto, do
invélucro nuclear. Também descrevemos aqui pelmgira vez a possibilidade de
ocorrer cariocinese nos pronucleos, o que ndo sidm ainda observado em estudos
anteriores. A cariocinese podera estar relacionadeaneuploidias germinais de base.

Quanto a constituicAo cromossémica dos pronucleasaioria (57/82, 69.5%
haploides; 25/82, 30.5% aneupldides) apresentou oomstituicAo cromossoémica
normal. Os casos de monossomias/dissomias vegicads cromossomas 18, 21 e X,
estdo de acordo com a incidéncia destas anomalaeossOmicas numericas na
populacao, sendo as mais frequentes [64].

Os zigotos 1PN sao geralmente descartados em reg@oanedicamente assistida
por apresentarem um desenvolvimento andémalo, apdsarja terem ocorrido
nascimentos pontuais depois da utilizacdo desi&es2(]. Avaliando indirectamente a
possibilidade destes zigotos serem utilizados emnodeicdo medicamente assistida
guando nado haja zigotos 2PN2PB, pensamos que aiantem todo o potencial e
constituicdo cromossémica para gerar um desenvehtionembrionario normal, mas

nao podemos deixar de referir as anomalias nunsagiea se verificam em alguns casos
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e que coloca reticéncias na sua utilizacdo. Pa ps®ivo, 0S casais com embrides
gerados a partir de zigotos 1PN2PB s6 deveraaadiis ap0s recurso a diagndstico

genético de pré-implantacédo (PGD).
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Anexos



Anexo 1

Solucdes

Solugbes para Hibridizag&o in situ com fluorescénai(FISH)

Tampao de lise

Num tubo de centrifuga conico adicionar:

2.5ul de Tween 20 (Cat. N° P1379)
2.5ml de HO-Embryo Transfer (Cat. N° W1503)
25ul de HCI (1N) (Cat. N° H9892)

Agitar suavemente

Solucéo Stock de Pepsina

Numa camara de fluxo laminar:

A 10ml de HO-Embryo Transfer adicionar 0.1g de pepsina (C&2.7800)
Homogeneizar
Filtrar a solucao (com filtros redondos de seringa)

Distribuir a solugédo poeppendorf1lml em cadeeppendorfe armazenar a -
20°C

Solucéo de Pepsina

Num copo para laminas adicionar:

98ml de agua destilada

1ml de HCI (1N) (Cat. N° H9892)

colocar o copo num banho-maria a 37°C

1ml de pepsina da solucao stock (adicionar a papsimquando a solucao tiver
atingido os 37°C)

Mistura de sondas para hibridizacao in situ comrélacéncia

Num eppendorf

7ul de tampéo de hibridizag&o LSI

1ul de sonda CEPX espectro verde (regido Xpl1l.1-911.1
1ul de sonda CEP18 espectro azul (regido 18pl11.11j11.
1ul de sonda LSI 21 espectro vermelho (regido 21§242P.2)



» 0.5ul de sonda YSATIII espectro vermelho (regido p11.3)
= 0.5ul de sonda YSATIII espectro verde
(a mistura entre as sondas YSATIII espectro vermellerde permite a observagédo ao

microscopio de um espectro amarelo)

Preparacao de 20xS$€aline sodium citrate):
= 175.3g de Cloreto de sodio 3M (Cat. N° 16818)
= 88.3g de Citrato de sodio 0.3M (Cat. N° W302600)

= Perfazer com 1L de 4@ destilada

Solucéo de Formamida (60%)

Numa proveta
=  42ml de formamida (a formamida tem que ser mandgiaufe hotte)
=  7ml de 20xSSC
= 21ml de HO destilada

= Agitar e passar a solucédo para um copo de laminas

Solucédo de 2xSS(a partir da solugcéo de 20xSSC):
Num copo para laminas

= 7ml de 20xSSC

* 63ml de HO destilada

Solucéo de 4xSSC/0.05% Tween 20
Numa proveta
= 80ml de H20 destilada
= 20ml de 20xSSC
= 25Qul de Tween 20 a 20% (armazenado a 4°C)

= Agitar e passar a solucédo para um copo de laminas

Solucédo de PBS
= dissolver 2 pastilhas de PBS (Cat. N° P4417) enmdid@ HO destilada

Solucéo de Etanol a 70%
= 70ml de etanol puro (Cat. N° 1.00983.2511)




= 30ml de HO destilada

Solucao de Etanol a 96%

= 96ml de etanol puro
» 4ml de HO destilada

Solucao de Paraformaldeido

Num frasco Sigma F-1635:
= a 500ml de Paraformaldeido (formalina, 37% - C&t4R670) adicionar cerca
de 5cm de Hidrogenocarbonato de sodio (Cat. N°18¥fara saturar a solugéo

(armazenar a temperatura ambiente e ao abrigazjla lu

Solucdo 1% de Paraformaldeido
= 49ml de PBS
= 1.34ml de Paraformaldeido

» guardar a solucao a 4°C

Solugdes para Imunofluorescéncia (IF)

Solucéo de 0.25% Triton X-100
= 25ul de Triton X-100 (Cat. N° T8787)
= 10ml de PBS

Solucdo de 1% de BSA
= pesar 0.1g de BSA (Cat. N° A3311)
= adicionar a 10ml de PBS

Solucédo de PBS(0.5% TweenZ20):
= 50ul de Tween20
= 9.95ml de PBS

Solucdo de 1% de BSA em PBST
= pesar 0.1g de BSA




= adicionar a 10ml de PBS

Solucao de mistura dos anticorpos primarios

= 1ul de anticorpo ab8898&abbit polyclonal to Histone H3, tri methylated at
lysine 9

= 10ul de anticorpo ab2074@ouse monoclonal to pan Lamin

= 489l de 1% de BSA em PBST

Solucdo de mistura dos anticorpos secundarios

= 1ul de anticorpo ab65640at polyclonal to rabbit IgG — H&lconjugado com
Cy5

= 6ul de anticorpo sc-20780at anti-mouse lgGiconjugado com FITC

» 593ul de 1% de BSA em PBST



Anexo 2 -Dados dos casais que realizaram (¢&os zigotos 1PN foram seleccionados para FISH)

Cdédigo | FA | MA | INS |2PN |1PN|1PN1PB|1PN2PB| C |MPR|MN| D
25541 | 30 40 19 | 17 | 2 0 2

25454 | 39 32 7 4 1 0 1

25646 | 33 33 18 | 15 | 2 0 2

24853 | 36 36 7 4 1 0 1

24060 | 34 34 10 6 1 0 1

23844 | 35 37 10 6 1 1 0

20543 | 36 42 9 7 2 0 2 42 | 20 | 5
23495 | 36 40 16 | 12 1 0 1 D
25097 | 34 39 16 | 11 | 2 0 2 D
25677 | 34 39 7 6 1 0 1 43 | 30 | 8
9802 40 41 7 5 1 0 1 253 | 23 [ 13
TOTAIS| 387 | 413 | 126 | 93 | 15 1 14

Médias | 35,2 | 375]|115| 85 | 14

Legenda: FA- idade da mulheA — idade do homemNS — ovdcitos inseminado2PN

— zigotos com dois pronucleos (normaisPN — zigotos monopronucleado$PN1PB —
zigotos com um pronucleo e um gloébulo polHPN2PB- zigotos com um pronucleo e dois
glébulos polaresC — concentracao total de espermatozéides apdsnesperma (1076 por
mL); MPR — percentagem de espermatozéides progressivatosaMN — percentagem de

espermatozéides com morfologia norniak- esperma de dador

FR=2PN/INS
1PNrate=1PN/INS
1PN1PB=1PN1PB/1PN
1PN2PB=1PN2PB/1PN
F1PN=1PN/n°ciclos

73,8%
11,9%
6,7%
93,3%
1,4

Vi



Anexo 3 -Dados dos casais que realizaram I@8jos zigotos 1PN foram seleccionados para FISH)

Codigo | FA | MA | COC | MIl | 2PN | 1PN | 1PN1PB | 1PN2PB | AZO| C | MPR MN
25346 | 31 33 8 7 4 1 0 1

24262 | 36 39 10 |10 | 7 1 0 1

24654 | 36 39 8 7 5 1 0 1

24161 | 31 30 9 9 4 3 1 2

25573 | 29 28 18 | 16 | 12 1 0 1

24914 | 32 32 9 8 7 1 0 1

23793 | 34 34 8 7 5 1 0 1 123| 32 5
12677 | 31 33 24 | 20 | 14 3 0 3

25047 36 29 16 | 16 | 12 1 0 1 0 2 | ma morfologia (anterior 3%)
26233 | 29 29 11 |11 | 8 1 0 1 1 11 4
26113 36 33 6 6 5 1 0 1 125 | 27 7
25704 34 32 9 7 4 1 0 1 28 14 5
21554 36 32 9 8 7 1 0 1 28 26 9
25265 31 32 9 8 6 1 0 1 2 9 1
17047 35 35 14 13 | 12 1 0 1 128 | 34 0
19943 33 37 12 5 3 1 0 1 146 4 1
26137 32 31 9 9 8 1 0 1 3 2 0
25784 35 33 9 9 7 1 0 1 12 27 4
26461 33 36 7 7 2 2 1 1 45 11 4
25577 40 41 6 6 4 1 0 1 1 2

19623 34 37 8 7 5 1 0 1 210 | 62 15
26684 38 41 18 14 | 10 3 3 0

25960 | 27 29 11 |10 | 5 4 1 3 26 | 58 3
26619 | 34 43 8 6 4 1 0 1 0 29

12652 | 39 39 11 8 5 1 0 1 AZO

25785 | 35 39 6 6 5 1 0 1 6 12 2
19575 | 34 37 13 |13 ] 11 1 0 1

24857 | 32 37 10 8 5 2 0 2 35 5 1
22240 | 32 48 15 | 13| 10 3 0 3 7 19 2
24914 | 33 32 12 |10 | 8 1 0 1 21 | 40 3
26976 | 36 37 15 9 6 2 0 2 69 | 51 2
15260 | 33 33 8 8 7 1 0 1 30 | 19 10
25315 | 32 34 10 |10 | 6 3 0 3 10 | 20 3
24895 | 20 33 12 |10 | 5 1 0 1 AZO

TOTAIS [ 1129 | 1187 | 368 | 321 | 228 | 50 6 44

Médias | 33,2 [ 349]108[94|6,7 |15

FR=2PN/MII 71,0%
1PNrate=1PN/MII 15,6%
1PN1PB=1PN1PB/1PN 12,0%
1PN2PB=1PN2PB/1PN 88,0%
F1PN=1PN/N°ciclos 15
Mrate=MII/COC 87,2%

Legenda: FA — idade da mulheMA — idade do homen€COC — nlimero de
foliculos obtidos;MIl — ovécitos MII injectados2PN — zigotos com dois
pronicleos (normaistPN — zigotos monopronucleado$PN1PB — zigotos
com um pronucleo e um glébulo polaPN2PB- zigotos com um pronucleo
e dois glébulos polaresAZO — azoospermiaC — concentragdo total de
espermatozoéides ap6s espermograma (10"6 por MRR — percentagem de
espermatozoéides progressivos rapiddl; — percentagem de espermatozéides
com morfologia normal

Vi



Anexo 4 -Dados dos casais que realizaram (¢&os zigotos 1PN foram seleccionados para IF)

Cdodigo | FA | MA |INS | 2PN | 1PN |1PN1PB |1PN2PB| C MPR | MN D
26837 | 36 | 38 |11 | 6 2 0 2 89 69 8
27361 | 35 | 40 | 5 3 1 1 0 72 76 10
28039 | 35 | 38 | 8 6 1 0 1 D
27410 | 36 | 37 | 9 3 2 0 2 D
TOTAIS| 142 | 153 | 33 | 18 6 1 5
Médias |35,5/38,3|83| 45|15

Legenda: FA - idade da mulhetA — idade do homenmNS - ovdcitos inseminadogPN —
zigotos com dois pronucleos (normaisPN — zigotos monopronucleadosPN1PB — zigotos
com um pronucleo e um globulo polaPN2PB - zigotos com um pron(cleo e dois glébulos
polares,C — concentracao total de espermatozdéides aposnesgerma (1076 por mLMPR —
percentagem de espermatozéides progressivos rapliibs- percentagem de espermatozoides

com morfologia normal) — esperma de dador

FR=2PN/INS
1PNrate=1PN/INS
1PN1PB=1PN1PB/1PN
1PN2PB=1PN2PB/1PN
F1PN=1PN/n°ciclos

54,5%
18,2%
16,7%
83,3%

15

VI



Anexo 5 -Dados dos casais que realizaram I@8fos zigotos foram seleccionados para IF)

Cdédigo | FA | MA |COC | MIl |2PN | 1PN | 1PN1PB |1PN2PB| C MPR | MN
27724 | 33 | 35 7 6 4 1 0 1 6 28 1
13286 | 33 | 35 7 7 6 1 1 0 35 3 1
27500 | 43 | 38 2 2 0 2 1 1 51 65 10
27970 | 33 | 33 6 5 4 1 0 1 44 17 2
26684 | 39 | 41 | 16 |13 ]| 9 2 1 1 4 12 1
24023 | 35 | 39 7 6 4 1 0 1 32 4 2
27905 | 35 | 34 | 16 | 15| 10 1 0 1 31 17 2
27618 | 35 | 36 6 6 5 1 0 1 20 29 3

8006 34 | 37 9 8 6 1 0 1 105 30 11
26678 | 35 | 36 | 12 |11 ]| 6 1 0 1
26915 | 41 | 38 | 10 |10 | 8 1 0 1 32 52 2
25882 | 36 | 37 | 16 |14 | 11 1 0 1 25 62 4
21642 | 33 | 37 7 7 6 1 0 1 160 25 12
17931 | 36 | 36 7 6 4 1 0 1 27 0 1
28038 | 31 | 34 6 6 5 1 0 1 75 55 9
25933 | 35 | 38 7 6 3 1 0 1 21 1 1
27168 | 36 | 44 | 14 |13 | 8 1 0 1
TOTAIS | 603 | 628 | 155 |141| 99 | 19 3 16
Médias |35,5/36,9] 9,1 {8358 |11

Legenda: FA - idade da mulheiMA — idade do homenGCOC — nimero de foliculos obtidos;
MIl — ovocitos MII injectados2PN — zigotos com dois prondcleos (normaiBPN — zigotos
monopronucleadog;PN1PB- zigotos com um pronucleo e um glébulo pald&N2PB- zigotos
com um prondcleo e dois glébulos polard&0O — azoospermiadC — concentracao total de
espermatozoéides apds espermograma (1076 por MR — percentagem de espermatozdides

progressivos rapido§)N — percentagem de espermatozoéides com morfologmaato

FR=2PN/MII
1PNrate=1PN/MII
1PN1PB=1PN1PB/1PN
1PN2PB=1PN2PB/1PN
F1PN=1PN/N°ciclos
Mrate=MII/COC

70,2%
13,5%
15,8%
84,2%

11
91,0%



Anexo 6 —Imagens de zigotos antes de serem processados

Fig.A — Zigoto 1PN2PB de ICSI (Amp. x1000) Fig-EZigoto 1PN1PB de ICSI (Amp. x1000)

Fig.C — Zigoto 1PN2PB de IVF (Amp. x1000)



