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RESUMO: A constituigdo cromossdmica do espermatozdide humano pode ser estudada,
atualmente, através da técnica de fertilizacédo “in vitro” (FIV), heteréloga, homem/hamster. Essa
técnica permite a individualizagdo dos cromossomos do espermatozéide humano, possibilitando
a analise de suas anomalias numéricas e estruturais. O aprimoramento dessa técnica estimulou
um novo campo de pesquisa na Citogenética Humana e na Genética Clinica. Sua implantacdo em
nosso laboratério na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, propi-
ciara melhor estimativa da probabilidade de transmissdo de anomalias cromossdémicas por célu-
las da linhagem germinativa de homens em risco genético.

UNITERMOS: Espermatozéide. Humano. Cromossomos.

1. INTRODUCAO odcitos, ndo humanos, para atingirem seus objetivos.
Em 1976, esses pesquisad6teemonstraram que o

As anomalias cromossémicas, transmitidas pdsloqueio de fertilizacéo de od6citos de hamster doura-
células da linhagem germinativa contribuem significado (Mesocricetus auratysstava localizado na zona
tivamente para as perdas gestacionais, infertilidadpellcida e que, quando ela era removida, por digestao
malformacfes congénitas e deficiéncia mental, evenzimatica, muito pouco restava dessa especificidade
denciando a relevancia dos estudos dessas anomaleasjue espermatozdides humanos (assim como os de
suas origens, causas e mecanismos. outras espécies de mamiferos), devidamente capaci-

Na década de setenta (70), um grupo de petados, penetravam nos mesmos. Dois anos depois,
quisadore® interessados em desenvolver um sisteRudak et af? descreveram uma nova metodologia
ma que permitisse estudar o processo de fertilizac@oie permitia estudar a constituicdo cromossdmica de
em mamiferos, inclusive a capacidade de fertilizacd@spermatozéides humanos. Essa técnica, a fertiliza-
de espermatozoides humanos, se defrontou com um@oin vitro (FIV), heter6loga, homem/hamster, utili-
dificuldade: necessitariam encontrar um sistema qugva a inseminagdo de odcitos de hamster dourado
permitisse que esses espermatozoides penetrassenmsem zona pelldcida com espermatozoides humanos
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devidamente capacitados, com posterior cultura dd@& SEGREGACAO MEIOTICA EM INDIVi-
ovdcitos penetrados em meios especificos, e a inter- DUOS PORTADORES DE TRANSLOCA-
rupcao da primeira divisdo do “zigoto”, em metafase, COES E INVERSOES

fase esta propicia para a analise. Essa técnica também tem sido utilizada para
Com o aprimoramento dessa técnica, por IVlar-studar os diferentes tipos de segregacao cropmos

tin®, a analise individualizada dos cromossomos d%A ) ) ) p_ , greg 9.

. . . s@mica na meiose de individuos heterozigotos para

espermatozoides humanos, assim como das possiveis

. . . anomalias estruturais, tais como translocacdes reci-
anomalias numéricas e estruturais, presentes nos mes-

. : . 8rocas e Robertsonianas e, inversdes, ja que estes tém
mos, estimulou um novo campo de pesquisa ha Cito- .
- L h T Um risco aumentado de produzir gametas com rear-
genética Humana e na Genética Clinica.

ranjos nao equilibrados. Na meiose de individuos he-

o terozigotos para translocagdes Robertsonianas, o cro-
2. FREQUENCIAS DE ANOMALIAS CRO- messomo translocado e seus dois homologos normais

MOSSOMICAS ENCONTRADAS EM ES-  formam uma figura trivalente, possibilitando diferen-
PERMATOZOIDES DE INDIVIDUOS NOR-  tes segregacdes cromossémicasegregacdo al-
MAIS ternada, que produzird gametas com os dois cromos-
somos normais ou gametas balanceados, com o cro-

Em revisdo recent®, avalia-se que até esta mossomo translocado:segregacio adiacentaue
data, mais de vinte mil (20.000) complementos cro- S2gregac ) <

N . S aoroduziré gametas com o cromossomo translocado e
mossomicos de espermatozdides de individuos sauda- . . . o
um dos homélogos normais esagregacado 3:0a

veis foram analisados pelos oito (8) diferentes grupa A
de pesquisadores uepdominam(e)ssa técnicagMzrﬂsual produz gametas com 0s trés (3) cromossomos
Pesq q : Rvolvidos na translocacdo ou com auséncia total des-

6.7 . -
gt jsl"g (C;nadé 23 ;'ankd”ff eS al'é$3t?d0§ Uni- ses cromossomos. Nos estudos realizados em indivi-
0s°), Kamiguchi tkamo (Japad’), Jenderny duos portadores de translocagdes Robertsonianas,

5 b - .
&hig"bgrrll (Alemlz;mh(é )’) TeEmpIado etl alE(Esga observou-se que, independentemente dos cromos-
n ), Pelestor (Fran¢), Estop et al. (Estados somos envolvidos na translocagao, a grande maioria

Unidos'?) e Rosenbusch et al. (Alemafifig. dos espermatozoéides (72,2 a 96,7%) seriam oriundos
Alincidéncia de complementos haploides de esyq seqreqacio alternada, originando gametas normais
permatozoides com anomalias Cromossomicas, estilipa|anceados, com excego do trabalho de Balkan &
turais variou, nos individuos es,tu.dados pelos 9ruPQGartin@? que estudaram a t(14:21) e encontraram um
acima, de 09 a 13%') com media de 6-7%. Ain- grande excesso de complementos normais (70,8%) em

cidéncia de anomalias numéricas encontrada em COlmparacdo com complementos balanceados (16,7%),
plementos cromossomicos de espermatozéides de W,y avelmente como consegiiéncia do pequeno nd-

dividuos saudaveis variou de 1 a 4% (3,3% — freqUéiyero (24) de células analisatasAtravés da FIV
ciameédia decomplemento$iipo-haploides &,7% —  petergloga ja foram estudadas translocacdes recipro-
freqiéncia média de complementos hiper-haploidesjgs; envolvendo todos os cromossomos do comple-
Tanto a hipo quanto a hiper-haploidia deveriam ocoknento hapldide masculino, com excegdo dos cromos-
rer em freqiiéncias semelhantes, pois surgem por Nggmossexuais e do cromossomd®21As freqiiéncias
disjuncdo meidtica. Entretanto, a hipoploidia € enmgdias de gametas normais/com translocacao equili-
contradacom uma freqGiéncia mais elevada do que Brada (segregacéo alternada) e com translocac&o ndo
hiper-haploidia, sendo, portanto, mais provavel que esgguilibrada (segregacdo adjacente) nos trinta e seis
evento ocorra, principalmente, pela perda artificial dg36) portadores estudados foi de 46% e 54%, respec-
cromossomos durante a fixagcdo cromossdmica, a qualamente. Os complementos cromossémicos de es-
é realizada, geralmente, pelo método de TarkéWski permatozéides analisados de individuos portadores de
Portanto, por consenso, ficou estabelecido que paifversdes pericéntricas e paracéntricas apresentaram
se calcular a freqiéncia de aneuploidias deve-se caim padrio de segregacdo meibtico, onde cromosso-
siderar uma estimativa conservadora, ou seja, a frevos normais e invertidos ocorriam. A presenca de
guéncia de hiper-haploidia multiplicada por dois (2)complementos hapléides, apresentando recombinag&o,
nao se levando em consideragéo, para os calculos foiobservada nos casos em que a inversdo cobria mais
tais, os complementos hipo-haploides encontrados. de 50% do tamanho total do cromosstino
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4. OUTRAS APLICACOES DA FIV HETERO-  sdmicas estruturais apresentou correlacéo positiva com
LOGA a idade do doador, variando de 2,8%, em individuos

mais jovens, vinte a vinte e quatro (20-24) anos, a

. A.‘.FIV heter(')log_a, rlomem/hamstertambém ten13,6%, em individuos com mais de quarenta e cinco
sido utilizada na avaliacdo dos efeitos de agentes m 5) anos de idade. Outros pesquisadbiéLtam-

tagénicos em células da linhagem germinativa de p ém encontraram frequiéncias mais elevadas de ano-

f;e?;eglf%r:q C::C:rrr’nt;?éig? dsezog(rid.'o e{[?;lg,g;)mmtﬁialias estruturais com o aumento da idade do doador,
P P postos " __mas nado foram estatisticamente significativas.

Os resultados desses estudos, em geral, demonstram

um aumento na frequiéncia de anomalias estruturais

em complementdsapldides despermatozéides de in- S. METODOLOGIA DETALHADA DA FIV
dividuos tratados, quando comparados com individuos HETEROLOGA, HOMEM/HAMSTER

do controle. _ )

Na tentativa de testar a hipétese do efeito da ~ Paraimplantarmos a FIV heterologa em nosso
idade paterna, independente da idade materna, na flhoratorio, ut|I|zamos_a metodologla desenvolvida por
quéncia de aneuploidias, essa metodologia tem siff'dak et al) e Martlrﬁ), e seguimos o protocolo
aplicada. Esse efeito néo foi observado por Martin &2 Universidade Autonoma de Barcelona — Espanha
Rademaké# para anomalias cromossdmicas numé(Profa. DraCristina empladocomunicacapessoal)
ricas, entretanto a incidéncia de anomalias cromo§€talhado na Figura 1.

OBTENCAO DOS OOCITOS
SEM ZONA PELUCIDA

1° dia Injecdo de PMSG
¢58-60 h
3°dia Injecdo de HCG
: OBTENGAO DOS ESPERMATOZOIDES
: CAPACITADOS
4° dia _ manha Ejaculagéo
: 17h Tratamento amostra fresca
* “swim-up” (1 hora)
Sacrificio das fémeas capacitagéo
tarde Tratamento enzimatico (1 hora) “"‘
Obtencéo dos o6citos o
Inseminacgéo
-
Teste de Hamster
-
Cultivo (12:30 h)
-
5° dia Bloqueio da 12 Divisdo mitotica (4:30 h)
-
Fixacéo

Figura 1 - Protocolo geral da técnica de FIV heteréloga homem/hamster.

161



EMP Sartorelli; WIM Paiva; LF Mazzucato & JM Pina-Neto

5.1. Criacdo e Superovulacido das fémeas de mento, desde o sacrificio das fémeas até a co-incuba-
hamster dourado (Mesocricetus auratus). G&0, deve levar, no maximo, quarenta e cinco (45) mi-

nutos pois os odécitos podem sofrer partenogénese, que

bloguearia uma futura penetracéo. A presenca da pla-

A necessidade de um grande nimero de o6c$a metafasica (metafase Il) demonstra que o odcito
esta em condicfes de ser fertilizado.

Obtencao dos oocitos

tos de hamster, para maior rendimento

da técnica de FIV heterdloga, exige
que as condi¢cdes em que as fémei
sdo criadas sejam padronizadas. Est.
sdo criadas no Biotério Geral da Fel
culdade de Medicina de Ribeirdo Pre:
to (USP), em uma sala especial, cor
temperatura controlada (22 a 24°C)
periodo claro de catorze (14) horas
periodo escuro de dez (10) horas e <
paradas em caixas, de acordo com st
ciclo estral (maximo seis (06) fémea:
por caixa).

As fémeas recebem um injecac
intraperitoneal (i.p.) de 40 Ul de PMSG
(Pregnant Mare’s Serum Gonadotrc:
phin) no primeiro dia de seu ciclo estral
guando eliminam através do orificic
vaginal, um muco amarelado, viscost
e de forte odor. Apéds cinglenta e oit:
a sessenta (58-60) horas, recebem :
Ul de HCG (Human Chorionic Gona-
dotrophin), através de injecéo i.p. Par.

a obtencgdo dos od6citos (16:30h apos a
injecdo de HCG), as fémeas séo eteri-

zadas e sacrificadas por deslocamer:
cervical, para a retirada dos oviductc:
e recolhimento da massa de célula
do cumulus oophorusSubmete-se

essa massa de células a um tratame
to com 0,1% de hialuronidase, em meit
BWW®8), acrescido de 3 mg/ml de al-
bumina humana, para a liberacdo dc
odcitos (Figura 2). Estes sao lavado
em BWW,; e transferidos para 0,1%
de tripsina, em meio BW\W/para a re-

tirada da zona pellcida e liberagéo c
primeiro corpusculo polar (Figura 3).
Os odcitos sdo novamente lavados, €|
meio BWW;; (acrescido de 33 mg/ml
de albumina humana), estando prontc
para a co-incubacao (colocacéo dos ot
citos com os espermatozoides). O tri
tamento enzimatico dos odcitos é reali
zado no campo escuro de um micro:
cépioestereoscopicotedo o procedi-
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Figura 2 - Odcito de hamster dourado, apos tratamento com hialuronidase.
A seta indica a regido da zona peltcida.

Figura 3 - Odcito de hamster dourado, durante tratamento com tripsina.
Observa-se o inicio da expansdo da zona pelicida. A seta indica o 1°
corpusculo polar.
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5.2. Capacitacao dos espermatozéides pe-se a co-incubacédo, lavando-se 0s mesmos em meio
A coleta do sémen é feita em frasco estérifi@m F-10 complementado (L-glutamina, soro bovino

ap6s dois a quatro (2-4) dias de abstinéncia sexual',geéal e antibidticos), para evitar a polispermia, que pode
este é processado logo ap6s a liquefagéo. Lava-s€d observa_da pela presenca de varias cabecgas in-
sémen (uma a trés (1) a (3) vezes) com BYW&n- chadas no citoplasma do odcito.

trifugando-se a_seguir e d_escarta_ndo-se 0 so’br_ergc}ZL Cultivo dos
dante, para a retirada do fluido seminal. Apos a dltima . . . .
lavagem, descarta-se o sobrenadante e coloca-se . ©OS OVOCitos sdo transferidos para o meio de
0,5-1,0 ml de BW\Wsobre o sedimento, mantendo-s&ultivo (Ham F-10 complementado) e séo mantidos

o tubo inclinado (49 em estufa de C@5%), a37C, M estufa de COa 37C por doze a treze (12-13)
por uma(1) hora (método “swim-up”). Apés esse 0ras. Os espermatozéides que penetraram nos odci-

perodo, réra-se o sobrenadante e centrifuga-se S formam pronicleos que podem ser observados 1:30
mesmo. Faz-se a contagem do niimero de espermal@P0s a fertilizacd®. A Figura 5 apresenta um ovdcito
z6ides por ml (Camara de Neubauer), leva-se a cofim (1) pronticleo masculino e um (1) feminino) com
centracao ideal (1 a 3 x @spermatozéides/ml) com & €xclusdo do segundo?lZorpusculo po‘l‘a_r. O bI”o:
BWW,,. Preparam-se as placas de inseminagao, cdieio da primeira @.EIIVI§&O mit6tica dos ;lgotos e
gotas (0,2ml) contendo a concentracéo ideal de §!to com a transferéncia destes para meio Ham F-10
permatozdides, submersas em vaselina liquida. Esggnpleto, .suplementado com Colcemid (0,04mg/ml)
placas deverdo permanecer em estufa dg (6D) por 4:30-5:00 horas.

a 37C, por um periodo de cinco (5) a sete (7) horag, 5. pixacio

para a capacitacdo dos espermatozoides. O preparo - . ~
do sémen, geralmente, é realizado no periodo da ma- Transferem-se os "zigotos” para uma solucao

: zado no peric SIS S90S ;

nha, para que os espermatozéides ja estejam capMOt%néca (.C|trtato de sodio 1%) 9031? pgr cmclo a .

tados no horario em que sera feita a co-incubagao S€'S (5-6) minu 0S € 05 MESMOS Sao fixados pelo meto-
do de Tarkowsk§® em laminas previamente lavadas

5.3. Fertilizacdo in vitro heteréloga e Teste de com alcool isopropilico, com poucas gotas de fixador
Hamster (TH)

Os odécitos, que estdo em me
tafase Il, sem zona peldcida, séo in
cubados com os espermatozoides ni
gotas das placas de inseminagéo, pa
que ocorra gertilizacdo Retornam-se
as placas para a estufa de Cfor
um periodo de uma (1) hora, quand:
se deve iniciar os testes de hamste
paraverificar-se dreqliéncia de o6ci-
tos penetrados. O TH consiste na cc
locacéo de trés (3) a cinco (5) odci-
tos em lamina, previamente lavad:
com alcool isopropilico e preparadi
com quatro (4) pequenas gotas ¢
cera (cera de abelha 1:vaselina 9:p:
rafina 1) onde a laminula é colocad:
e pressionada para promover o achi
tamento dos o0citos, 0 que permite .
visualizacdo da “cabeca inchada” :
cauda despermatozoideaso @mocito
tenha Sld(.). E)en.etrado (F,I g!'lra 4)' QL.JaI. Figura 4 - Ovdcito de hamster dourado. A seta indica a presenga de “cabeca
do a frequenC|a de ovdcitos (OOC“OE inchada” e da cauda do espermatozoide humano.
penetrados) chega a 50%, interrom

ovocitos
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(etanol 3:4cido acético 1). Alguns “zigotos” sdo fixa-germinativa de homens em risco genético, assim como
dos antes de atingir a metafase. Outros, sdo fixadpsssibilitara o estudo de individuos normais na popula-
no devido tempo (Figura 6), sendo que as metafase&o brasileira.

sdo analisadas em microscopia de contraste de fase =~ = .

ou com colorago convencional para serem avaliadds’- Hibridagio in situ por fluorescéncia, no es-
quanto & extensdo dos cromossomos, separacdo das tudo de aneuploidias

cromatides e presenca (ou ndo) de citoplasma. Essa O estudo citogenético do gameta masculino ndo
andlise é importante para que se estabelega o termtpm sido realizado unicamente através de bandamento
de tratamento para bandar os cromossomos. das metafases obtidas apds a FIV heterdloga, ho-

5.6. Bandas G

Aplicamos o tratamento utiliza-
do atualmente na Universidade Auto-
noma de Barcelona (Dra. Cristina Tem-
plado, comunicacao pessoal).

Laminas envelhecidas por trés a
quatro (3-4fiassao tratadas cogxSSC
a 62-64C, por dois a quatro (2-4) minu-
tos e lavadas em agua correntep@is
de secas, sdo submetidas a coloracéo
Wright (corante 1:tamp&o Sorensen 3),
por dois a trés (2-3) minutos. O com-
plemento cromossdmico hapldide do es-
permatozéide humano pode ser analisa-
do, como demonstra a Figura 7.

A implantacdo dessa técnica em
nosso laboratério, na Faculdade de Me-
dicina de Ribeirdo Preto (USP), propi-

ciard melhor estimativa da probabilida- Figura 5 - Ovdcito de hamster dourado com 2 prontcleos (1 prontcleo
L . masculino e outro feminino). A seta indica a exclusdo do 2° corptsculo
de de transmissdo de anomalias cro- ;.

mossOmicas por células da linhagem

Figura 6 - Metéfases fixadas. A esquerda, complemento hapléide de um espermatozdide humano (23, X)
e a direita, complemento hapléide do ovécito de hamster (22, X).
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¢do, em uma determinada célula. Por outro lado, o
aparecimento de dois sinais préximos pode represen-

tar uma dissomia ou uma diploidia. Uma visualizag&o
eficiente de complementos dipléides pode ser rea-
lizada, quando se utilizam duas (2) sondas de DNAs
alfa-satélites, especificos de autossomos, ou uma (1)
sonda especifica de um autossomo e sondas X e Y,

simultaneament®. A frequéncia de aneuploidia é
estimada inclusive entre espermatozoéides iméveis ou
4 3 mortos.
A utilizacdo de FISH em pronucleos de esper-

1 2 3
‘ matozoides, obtidos apds uma modificacao da técnica
c ; de FIV heterdloga, homem/hamster também esta sen-
do utilizada no estudo de aneuploidias dos gametas
8 9 12

masculinos human9, determinando as freqtiéncias
dessas alterac6es em espermatozéides moveis, capa-
zes de penetrar em odcitos de hamster sem zona
peldcida.

‘ ‘ . ) ’ ‘ 6. CONSIDERACOES FINAIS
. (R | S 1T 18

o 7 10 11

A FIV heteréloga, homem/hamster é conside-
rada uma metodologia cara, trabalhosa e com um ren-
dimento de complementos hapldides relativamente
baixo, mas a Unica que permite o estudo completo da

r ‘ i ‘ constituicdo dos cromossomos do espermatozoide hu-
mano; a hibridacgéio situpor fluorescéncia nao permi-

7

te a analise completa da constituigdo cromossémi-

19 20 21 22 Y ca do espermatozoide humano, mas somente de um

namero reduzido de cromossomos, dependendo das

Figura 7 - Caridtipo de um complemento hapléide de um sondas utiIizadas, uma atrés (1 a 3), sendo que ou-

espermatozdide humano (23, Y), apds tratamento para tras anomalias humeéricas ou estruturais presentes
obtencdo de banda G. ndo podem ser detectaffasEssas metodologias

se complementam, fornecendo informacdes valio-
sas sobre a linhagem germinativa dos individuos

estudados.
mem/hamster. A técnica de hibridag&ositu por

quorgscenua (FI$H) e, atual,mente3 uthgo!a para de7-. AGRADECIMENTOS
terminar aneuploidias em nucleos interfasicos de es-
permatozoides e em pronucleos derivados de esper-  Agradecemos & FAPESP, processos n. 88/0751-2;
matozéides, apds a FIV heterbloga. 88/3089-9; 92/3085-9

A hibridacaoin situ foi testada em 1990, pela Agradecemos a CAPES e ao CNPq, pelas bol-
primeira vez, em nucleos interfasicos de espermatgas de estudo concedidas.
zo6ides humanos por Pieters et al. e por Guttenbach &  Agradecemos ao Departamento. de Genética
Schmid, quando estudaram as freqliéncias de dissorgiaMatematica Aplicada a Biologia da Faculdade de
dos cromossomos 1 e Y, respectivaménteutiliza-  Medicina de Ribeirdo Preto.
¢ao de uma unica sonda pode comprometer os resul-  Agradecemos ao Departamento de Biologia
tados, pois a falta de sinal fluorescente pode repr€elular da Faculdade de Medicina da Universidade
sentar uma nulissomia do cromossomo em estudo, masjtbnoma de Barcelona, na pessoa da Dra. Cristina
também, pode ocorrer devido ao fracasso na hibrid@emplado.
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SARTORELLI EMP; PAIVAWJM; MAZZUCATO LF. & PINA-NETO JM. Cytogenetics of human spermatozoa:

human/hamster in vitro fertilization technique. Medicina, Ribeirdo Preto,

ABSTRACT :

32: 159-166, apr./june 1999.

The chromosomal constitution of the human spermatozoa can be studied through

the heterologous “in vitro” fertilization (FIV) technique (human/hamster). This technique allows
the identification of the human sperm chromosomes as well as its numerical and structural
analyses. The improvement of this technique has stimulated a new field of research in Human

Cytogenetics and

in Clinical Genetics. Its implantation in our laboratory at the Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, favor better estimates of the probability of
the transmission of chromosomal anomalies by germ cell lines of males at genetic risk.

UNITERMS: Human. Spermatozoa. Chromosomes.
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