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RESUMO

A haploidizag¢io ¢ a indugio artificial da meiose em células somaticas
adultas. Esta nova tecnologia foi desenvolvida no sentido de se criar
gimetas artificiais para oferecer uma alternativa a doagio de gimetas.
Destina-se aos pacientes inférteis com auséncia de génadas, ou com
patologia gonadica que impede a produgdo de gimetas ou cujos ga-
metas apresentam anomalias estruturais e /ou genéticas. Neste artigo,
revemos toda a bibliografia existente e apresentamos os resultados ex-
perimentais do nosso grupo. Nesta tecnologia, efectua-se uma enucle-
a¢do de ovécitos dadores, seguindo-se uma transferéncia nuclear de
uma célula dipléide do paciente, em fase G1,/GO0, para os ooplastos.
Em condig¢oes de nio inibi¢do da citocinese (o oposto da clonagem),
activa-se de seguida os constructos e espera-se que o material genético
seja induzido a sofrer uma separagio prematura dos cromossomas.
Esta separag¢io ¢ esperada uma vez que se induziu uma condensag¢io
prematura do material genético ao exp6-lo i acgio do MPF activado
presente no ooplasma. Em conclusio, apesar de promissora, a tecno-
logia ainda apresenta uma taxa muito baixa de meiose induzida sem
erros de segregacio (9%).

Palavras-chave: Haploidiza¢io. Infertilidade. Meiose in vitro. Trans-
feréncia nuclear.

ABSTRACT
Haploidization

Haploidization is the artificial induction of meio-
sis in somatic cells. This new technology has been
developed to offer infertile patients an alternative
to gamete donation by means of the artificial
construction of patient gametes. It is intended to
be used by the infertile patients with absent go-
nads, or with gonadal dysfunction that prevents
the formation of mature gametes or whose game-
tes present severe structural /genetic abnormali-
ties. We made a complete bibliography review
and present our experimental data. In this tech-
nology, donor oocytes are first enucleated and
then nuclear transfer is performed using G1,/G0
adult diploid somatic cells of the patient. Avoi-
ding cytokinesis inhibition (as used in cloning),
constructs are then activated for the induction of
a premature chromosome division. This is expec-
ted as the genetic material has been induced to
prematurely condense by exposure to activated
MPF present in the ooplasm. Although promi-
sing, this technology still allows a low rate (9%) of
induced meiosis with a correct chromosome se-
gregation.

Key words: Haploidization. Infertility. Meiosis in
vitro. Nuclear transfer.

DEFINIGAO

A haploidizagdo, ou criag¢io de gimetas artificiais a
partir de células somadticas adultas, foi desenvolvida
no sentido de se tentar criar gimetas in-vitro (ovéci-
tos ¢ espermatozodides) para oferecer uma alternativa
quer a doagao de ovoécitos ou de espermatozodides,
quer a clonagem somadtica reprodutiva.

Destina-se aos homens com azoospermia secretora
em que a bidpsia testicular nao revelou a presenga de
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espermatozoéides nem de células precursoras hapléides
(espermatideos) e em que a cultura de células proge-
nitoras dipléides germinais testiculares falhou ou ndo
¢ possivel, aos homens sem testiculos (remogao cirtr-
gica), ou as mulheres que nio produzem ovdcitos
(anomalias dos ovarios, quimioterapia, radioterapia,
menopausa) ou nio tém ovarios (remog¢ao cirargica).

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE ESPERMATOCITOS
SECUNDARIOS PARA MII

Virias experiéncias em animais sugerem que ¢é possivel
aproveitar o estadio MII dos ovdcitos para conseguir,
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Figura 1. Transferéncia nuclear de espermatdcitos secundarios (ST2) para ovécitos MII ndo enucleados, seguido de activagio eléctrica.

no seu ooplasma, induzir a meiose de células meidti-
cas masculinas. No ratinho (fig. 1), apés a microin-
jec¢ao de um espermatdcito secundario (ST2, em
profase II da meiose: IN2C) num ovocito MII (me-
tafase II da meiose: IN2C: um conjunto hapléide de
cromossomas, cada um com 2 cromatideos), o oo-
plasma rico em MPF (metaphase promoting factor)
actua sobre o DNA masculino, condensando os cro-
mossomas ¢ a eles associando um fuso. Quando o
constructo ¢ artificialmente activado 2 h apds a mi-
croinjec¢ao, por impulso eléctrico (electroactivagio),
o fuso MII do ovécito e o fuso MII do ST2 segregam
os cromatideos. Em consequéncia, a meiose II femi-
nina é completada, com expulsio do 2.° glébulo polar
(2PB) e formag¢io do prontcleo feminino hapléide

(PNf). Em simultaneo, existe extrusio de um pseudo-
globulo polar (PPB) ¢ formagio de um pseudo-pro-
nucleo hapléide (PPN) por parte do ST2. Este feno-
meno ocorre em 75% dos casos. Dos zigotos, cerca de
65% atingiram o estddio de blastocisto. Quando
transferidos, originaram em 24% dos casos uma des-
cendéncia normal e fértil.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE ESPERMATOCITOS
PRIMARIOS PARA M

Do mesmo modo, no ratinho (fig. 2), ap6s a microin-
jec¢ao de um espermatoécito primario (em profase I da
meiose, ST1: 2N4C) num ovdcito MII (1.° glébulo

‘ ' 2PB: 1N1C

; PNf: 1N1C
q q
1PPB: 1N2C
2PB: 1N1C
PNf: IN1C

2PPB: 1N1C

Figura 2. Transferéncia nuclear de um espermatécito primdrio (ST1) para ovécito MII ndo enucleado, seguido de activagio eléctrica.
Transferéncia nuclear do 1.° pseudo-glébulo polar masculino para um ovécito MII ndo enucleado, seguido de activagdo eléctrica.
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polar, 1PB: IN2C; MII: 1N2C), o ooplasma rico em
MPF actua sobre o DNA do ST1, condensando os
cromossomas ¢ a eles associando um fuso. Cerca de 2
h depois da transferéncia nuclear, procedeu-se a elec-
troactivacdo do constructo. Em 50% dos casos, o fuso
MII do ovdcito segregou os cromatideos ¢ o fuso MI
do ST1 segregou os cromossomas homoélogos. Deste
modo, observou-se a extrusio do 2.° glébulo polar
feminino (2PB: 1N1C) ¢ a formagio do prontcleo fe-
minino hapléide (PNf, 1N1C). Por parte do ST1,
houve extrusaio de um 1.° pseudo-glébulo polar
(1PPB: 1N2C) e formagio de um pseudo-prontcleo,
ainda dipléide (cada cromossoma com dois cromati-
deos, PPN: IN2C). O 1PPB masculino foi entio mi-
croinjectado noutro ovécito MII. O ooplasma rico
em MPF actuou sobre o DNA masculino (2 h), con-
densando os cromossomas e a eles associando um
fuso. Ap0s electroactivagio, em 50% dos casos, os
dois fusos segregaram os cromatideos, com extrusio
do 2PB (IN1C) ¢ forma¢io do PNf (1N1C) por par-
te do ovécito, ¢ extrusio do 2PPB ¢ formag¢io de um
PPN hapléide (IN1C) por parte do ST1. Dos zigo-
tos, 12% atingiram o estddio de blastocisto. Apds
transferéncia, originaram descendéncia em 0,8%
(2/258) dos casos, tendo os animais morrido pouco
apds o nascimento.

Estas experiéncias permitem pressupor que existem
factores no ooplasma capazes de induzir a conden-
sa¢do dos cromossomas de outra célula, capazes de
lhes associar um fuso meidtico, e capazes de induzir
uma citocinese desigual. Supde-se que a condensagio
dos cromossomas depende do MPF, mas desconhe-
cem-se os factores que controlam a sintese do fuso ¢ a
citocinese desigual. No entanto, os maus resultados
obtidos com os espermatécitos I (células germinais
dipléides) sugerem que o ovécito MII nido consegue
induzir a forma¢io de um fuso meidtico I, ou que
nio é capaz de induzir a segregag¢io correcta dos ho-
mologos. De facto, a primeira divisio meidtica (MI),
responsavel pela separa¢io dos cromossomas homolo-
gos, necessita que se forme um cinetocoro por cro-
mossoma de cada par de cromossomas homoélogos.
Pelo contririo, na segunda divisao meidtica (MII, si-
milar a uma mitose), responsavel pela separa¢io dos
cromatideos, forma-se um cinetocoro em cada croma-
tideo do mesmo cromossoma.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE ESPERMATOCITOS
PRIMARIOS PARA GV

Para se tentar ultrapassar este problema, decidiu-se
sincronizar os estidios dos ovécitos com a profase I
masculina. Nos ratinho, efectuou-se a microinjec¢io
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de um ST1 num ovécito também em profase I da
meiose (estadio de vesicula germinal, GV). Em conse-
quéncia, condensaram-se os cromossomas femininos ¢
masculinos, formou-se em 75% dos casos uma tnica
placa metafisica I, contendo ambos os cromossomas,
seguindo-se a segrega¢ao conjunta dos homologos,
com extrusio de um glébulo polar ¢ forma¢io de um
prontcleo misto dipléide. Porém, dos embrides trans-
feridos ndo se obteve qualquer descendéncia.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE ESPERMATOCITOS
PRIMARIOS PARA MI

No ratinho, tentou-se também a microinjec¢ao de um
ST1 num ovécito em metafase I da meiose (estidio
MI). Os cromossomas masculinos condensaram ¢ fi-
caram associados a um fuso, seguindo-se a segrega¢io
dos homodlogos com extrusio, em 80% dos casos, de
um pseudo-glébulo polar e formag¢io de uma placa
metafasica II masculina. Em simultineo, o ovécito se-
gregou os seus cromossomas homologos, com ex-
trusdo do 1.° glébulo polar ¢ formagdo da placa meta-
fasica II feminina. Cerca de 2 h depois, induziu-se a
activagio artificial do ovdcito para simular a fecun-
dac¢io pelo espermatozoide (por electroactivagio).
Em consequéncia, os dois fusos segregaram os croma-
tideos (meiose 1), havendo, em 50% dos casos, ex-
trusdo de dois glébulos polares ¢ formagio de dois
pronucleos, feminino ¢ masculino. Porém, dos em-
brides transferidos ndo se obteve qualquer descendén-
cia. Novamente, estes resultados sugerem que o ovo-
cito, mesmo em profase I ou em metafase I, ndo
consegue induzir, numa célula estranha, a formagio
de um fuso meidtico I ou de induzir a segregagio co-
rrecta dos cromossomas homoélogos.

DIPLOIDIZAGAO

No entanto, um outro resultado veio sustentar de
novo a hipétese de ser possivel induzir artificialmente
a meiose em ovoécitos MII. Durante a clonagem so-
matica adulta do primeiro ratinho (fig. 3), os autores
descobriram que, apds a microinjecgdo das células fo-
liculares (células somaticas adultas em GO/G1) ¢ a ac-
tivagdo (1-3 h apds a microinjecgdo: 10 mM Sr?* em
meio sem Ca?*), os ooplastos efectuavam a extrusio
de um pseudo-glébulo polar, com perda de material
genético e, pois, da diploidiza¢do. Para assegurarem a
diploidia do ntcleo transferido (objectivo da clona-
gem), fol assim necessdrio incubar as células com cito-
calasina B durante a activa¢io (6 h com 10 mM Sr?* +
5 ug/ml CKB em meio sem Ca?*). A citocalasina, ao
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Figura 3. Transferéncia nuclear de uma célula folicular para um ovécito MII enucleado, seguida de activa¢do. (A,B) Abertura de orificio na
zona pelacida (ZP) com Tirode 4cido. (C-E) Enucleagio em meio com citocalasina B. Aspira¢io do 1.° glébulo polar (1PB: IN2C) e do
ooplasma subjacente, contendo os cromossomas femininos em metafase II (MII: 1N2C), libertando o carioplasto (F) e o ooplasto (G). (H)
Transferéncia nuclear de uma célula folicular (FC, célula somatica adulta do ovirio, dipléide: 2N,1C) para o ooplasto. (I) A activagio, em
meio sem citocalasina B ¢ com 5 pM ionomicina (ionoforo de cilcio), induz haploidizagio, com expulsio de um pseudo-glébulo polar
(PPB: 1N1C) e formagio de um pseudo-pronucleo hapléide (PPN: 1N1C). (J) A activa¢ido, em meio com citocalasina B, 5 pM ionomicina
e 2.5 mM 6-dimetilaminopurina (6DMAP: inibidor da sintese proteica, que impede a citocinese), induz diploidizagdo, formando-se um
pseudo-prontcleo dipléide (PPN: 2N1C) por ndo existir extrusio de um pseudo-glébulo polar.

despolimerizar os microfilamentos, impede a citocine-
se e induz, desse modo, a diploidizagao celular inibin-
do a extrusio do pseudo-glébulo polar. Deste modo,
o constructo activado funciona como se possuisse um
DNA resultante dos prontcleos, feminino e masculi-
no, oriundos de uma fecundagio normal, divide-se e
forma um embrido. Conseguiram, deste modo, 93%
de activagao com diploidiza¢do, 12% de blastocistos e
2% de recém-nascidos.

HAPLOIDIZAGAO

Para haploidizar um genoma dipléide, é necessario in-
duzir uma divisao celular com segregagao, para pélos
opostos, dos cromossomas homoélogos. A hipotese de
se poder conseguir este fenémeno no interior do oo-
plasma, foi demonstrada pelas experiéncias acima des-
critas, com transferéncia nuclear de espermatdcitos I ¢
II. Porém, os espermatdcitos sio células cujos geno-
mas estio preparados para a haploidizagio natural,
tendo-se apenas mudado o citoplasma onde efectuam
esse processo. Para haploidizar células somaticas adul-
tas dipléides, o problema ¢ diferente. No entanto, as
experiéncias, acima descritas, de clonagem nos ratin-
hos, mostraram que, na fase de activagio, ocorre, por
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vezes, um fenémeno estranho. De facto, os autores
observaram que o genoma dipléide, transferido para
o citoplasto, liberta, por vezes, um pseudo-glébulo
polar. Esta citocinese implica uma perda de material
genético, e corresponde a sobreposi¢aio da meiose-11
do ovécito sobre o genoma dipldide transferido.
Como a célula transferida se encontra em fase GO, ou
seja, com cromossomas nao replicados (sem cromati-
deos), é possivel que a citocinese, imposta pelo oo-
plasma, possa corresponder a uma segrega¢ao de ho-
mologos. Pelo contririo, na clonagem, os autores
consideraram este fenémeno um obstaculo a diploidi-
zagao desejada, de modo que o evitaram activando os
constructos na presenga de citocalasina-B para impe-
dir a citocinese.

Para saber se a haploidizagao de uma célula somati-
ca adulta dipléide ¢ possivel no ooplasma, efectuamos
a activagdo dos constructos na auséncia de citocalasi-
na-B, esperando que ocorresse a extrusio dos homo-
logos no pseudo-glébulo polar. A célula resultante foi
depois analizada geneticamente, para verificar se hou-
ve uma segregacao correcta dos cromossomas homo-
logos. O ooplasma contém factores que mantém os
cromossomas femininos parados em metafase-11, ou
seja, factores que induzem a condensagio do DNA
em cromossomas, a forma¢io de um fuso de microta-



bulos e a segregagao para pélos opostos dos cromati-
deos que compdem cada cromossoma. Teoricamente,
esses factores poderdo também actuar sobre outro ge-
noma introduzido no citoplasto, desde que na trans-
feréncia nuclear nio se active o ooplasma. No entan-
to, o problema da haploidiza¢ao é o de se pretender
que um genoma dipléide segregue para polos opostos
os cromossomas homélogos. De facto, o ovécito MII
ja s6 tem metade dos homologos, pelo que a meiose-
II apenas separa os cromatideos presentes em cada
homologo. Para haver segrega¢io dos homoélogos de
uma célula dipléide, os factores do ooplasma deve-
riam ser capazes de induzir o emparelhamento dos
homoélogos e de formar um sé cinetocoro por homo-
logo. Este objectivo parece impossivel de atingir, pois
a fase do ovdcito que contém os factores para a sinap-
se dos homélogos ¢ a profase-1. No entanto, se intro-
duzirmos um genoma dipléide ndo replicado
(G1/GO), em que os cromossomas nao possuem Cro-
matideos, poderia esperar-se que o ooplasma reaja so-
bre os homoélogos como se fossem cromatideos. Para
testar esta hipotese, efectuou-se todo o procedimento
da clonagem, modificando-se apenas a etapa da acti-
vagio (fig. 4).

\&/
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Para efectuar a enucleagio, o ovocito MII € coloca-
do numa solug¢io de citocalasina B, que despolimeriza
os microfilamentos submembranares ¢ torna o oolema
viscoso. De seguida, efectua-se uma abertura na zona
pelacida (ZP), utilizando uma solu¢io Tirode dcida
contida numa micropipeta. Pelo orificio da ZP, aspira-
se entdo o 1.° glébulo polar e uma pequena parte do
citoplasma que lhe fica subjacente. Esta por¢ao de cito-
plasma contém os cromossomas do ovécito que se en-
contram em metafase da meiose II. Finalmente, paran-
do a aspiragdo e retraindo a micropipeta, destaca-se o
citoplasma aspirado. Neste procedimento, o citoplasma
aspirado separa-se do citoplasma restante. Esta sepa-
ragdo, com rotura do oolema e refusio das membranas,
sO ¢é possivel pela ac¢io da citocalasina B, que induz a
perda da rigidez natural do cértex e aumenta a viscosi-
dade do oolema, o que permite que as membranas
rompidas selem de imediato ¢ de modo espontineo.
Deste modo, obtém-se um ovécito sem material gené-
tico (citoplasto ou ooplasto) e uma pequena porg¢ao de
citoplasma com os cromossomas do ovécito (nucleo-
plasto). Cerca de 2-4 h depois da enuclea¢io, efectua-
se a transferéncia nuclear. Neste processo, ¢ através do
orificio aberto na ZP, a célula somitica é colocada em

C O
C C

POOO

z |
Figura 4. Haploidizagdo. (a, b) A um ovécito dador efectua-se uma abertura na zona peltcida (ZP) utilizando uma substincia dcida conti-
da numa micropipeta. (¢, d) O ovécito é depois colocado numa solugio (citocalasina B) que despolimeriza os microfilamentos submembra-
nares (citosqueleto). Pelo orificio da ZP, aspira-se o 1.° glébulo polar ¢ uma pequena parte do citoplasma que lhe fica subjacente (Enucle-
a¢do). Esta por¢io de citoplasma contém os cromossomas do ovécito. (e) Parando a aspiragio e retraindo a micropipeta, destaca-se o
citoplasma aspirado. (f, g) Deste modo, obtém-se um ovécito sem material genético, ou citoplasto (f) e uma pequena porgdo de citoplasma
com os cromossomas do ovocito, ou nucleoplasto (g). (h, i) Através do orificio da ZP, uma célula dipléide somdtica adulta (feminina ou
masculina) é microinjectada (Transferéncia Nuclear) no interior do citoplasto. (j, 1) Deixando o citoplasto algumas horas em repouso, os
cromossomas da célula somadtica (j: feminina; 1: masculina) condensam-se ¢ adquirem a conformag¢do natural do ovdcito, ou seja, evoluem

para metafase. (k, m) O citoplasto ¢ activado quimicamente (ionoforo de cilcio), induzindo a libertagdo para o exterior de metade dos cro-
mossomas da célula somdtica, pelo que no citoplasto apenas ficam 23 cromossomas, femininos (k) ou masculinos (m).
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contacto com a membrana do ooplasto. Por breves
descargas eléctricas, a célula ¢ levada a fundir-se com a
membrana do citoplasto (electrofusio). Alternativa-
mente, a célula pode ser microinjectada directamente
no ooplasto. Deste modo, os cromossomas da célula
dipldide ficam incorporados no citoplasto. Nas 2-4 h
seguintes, espera-se que os factores do ooplasma ac-
tuem sobre o DNA exégeno, reprogramando-o e de-
pois condensando-o numa placa metafisica, associado a
um fuso. O constructo ¢ entdo activado farmacologica-
mente (Sr?*; ionoforo para o célcio; electroactiva¢ao)
sem presenga de citocalasina de modo a evitar-se a di-
ploidizagio. Espera-se, entdo, que ocorra a extrusao de
um pseudo-glébulo polar, o que significaria que o ma-
terial diploide da célula somatica sofreu haploidizagdo.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS FOLICULARES
PARA Mil ENUCLEADOS

Injectamos células foliculares (células somaticas adul-
tas do ovirio, dipléides, em fase G1,/G0) em 14 ov6-
citos MII enucleados (fig. 5). Cerca de 1 h depois,

verificamos que o nuacleo da célula folicular estava
condensado no ooplasto. Este resultado sugere que
conseguimos microinjectar sem activar o ovdcito,
uma vez que apenas uma actividade alta do MPF po-
deria ser responsavel pela condensagao dos cromosso-
mas. Deixaram-se os constructos em cultura durante
14 h, para permitir a reprogramagio e a formagio de
uma placa metafisica. Ao fim deste periodo, activa-
mos os ooplastos com a microinjec¢do de espermato-
z6ides (ICSI) do parceiro da paciente. Cerca de 5 h
ap6s a ICSI, observamos extrusio do PPB em 3/14
(21,4%) dos ooplastos. Destes, conseguimos isolar
dois PPB para andlise genética por hibridizagao in-situ
com sondas fluorescentes de DNA (FISH). A anilise
revelou a presenga de apenas uma cépia dos cromos-
somas 13, 18, 21, X e Y, sugerindo que haviamos
conseguido uma haploidizagao correcta. Cerca de 10
h apdés a ICSI, 2/3 dos ooplastos reconstruidos e
com extrusio do PPB desenvolveram dois prondcleos
(um pseudo-prontucleo derivado da célula folicular, ¢
um prontcleo derivado do espermatozoide). Os zigo-
tos clivaram para embrides de duas células ao 2.° dia
(2/14, 14,3%), tendo depois sido criopreservados.

Figura 5. Transferéncia nuclear de uma célula folicular para ovécito MII enucleado, seguida de activagdo por ICSI. A haploidizagio femini-
na ¢ conseguida omitindo a citocalasina B na activagdo e cultura, para permitir a citocinese. (A,B) Abertura de orificio na zona pelacida
(ZP) com Tirode dcido. (C-E) Enucleagio em meio com citocalasina B. Aspira¢do do 1.° glébulo polar (1PB: IN2C) e do ooplasma subja-
cente contendo os cromossomas femininos em metafase 11 (MII: 1N2C), libertando o carioplasto (F) e o ooplasto (G). (H) Transteréncia
nuclear de uma célula folicular (FC, dipléide somitica adulta do ovério: 2N,1C) para o ooplasto. (I) Cultura prolongada para o MPF do
ooplasto condensar o genoma dipléide, formar cromossomas e associa-los a um fuso numa placa metafasica. (J) Activa¢io do constructo por
microinjec¢do de um espermatozoéide. (K) Constructo activado. O espermatozodide forma um pronticleo masculino hapléide (PNm: 1N1C).
O genoma dipléide sofre citocinese e haploidizagdao, com libertagio de um pseudo-glébulo polar (PPB: 1N1C) e formagdo de um pseudo-
prontcleo hapléide (PPN: IN1C). (L) Restaurada a diploidizagio (PNm+PPN feminino), forma-se um embrido.
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Estes resultados constituiram um marco cientifico,
pois foram os primeiros embrides humanos obtidos
por clonagem, por clonagem terapéutica ¢ por haploi-
diza¢io (Maio de 2001).

Outros autores vieram depois confirmar ou refutar
estes resultados. Num dos trabalhos, ovocitos MII de
ratinho (sem enucleagdo) foram microinjectados com
células foliculares (femininas) ou com fibroblastos
masculinos da pele. Cerca de 1 h apés a transferéncia
nuclear, os ovécitos foram activados com 8% etanol,
mas apenas 20-29% efectuaram a extrusdo do 2.° glo-
bulo polar feminino e de um PPB, formando zigotos
com dois prontcleos (2PN). Apesar da maioria destes
zigotos terem clivado, apenas 8-22% atingiram o esti-
dio de blastocisto. Infelizmente, a haploidiza¢io nio
foi confirmada por andlise genética dos constructos.
Noutro estudo, ovécitos GV de ratinho foram enu-
cleados, electrofundidos com fibroblastos femininos
do estroma do endométrio humano (G1/GO:
2N1C), e cultivados por 14-16 h. Destes, 9/23
(39,1%) efectuaram a extrusdo de um PPB, sugerindo
ter ocorrido haploidiza¢io do genoma. Porém, a ha-
ploidiza¢io também ndo foi confirmada por anilise
genética dos constructos. Num outro estudo, os au-
tores enuclearam ovocitos GV de ratinho (G2/M) e
efectuaram uma clectrofusio dos ooplastos com fibro-
blastos da pele (G2/M: 2N4C) de ratinhos fémeas.
Os ovocitos reconstruidos foram cultivados por 17 h
para estudar se ocorria a primeira divisio meidtica
com extrusio de um 1PPB (IN2C). A activagio foi
depois efectuada com 10 mM Sr?* em meio sem Ca?*
durante 6 h, de modo a estudar se ocorria a segunda
divisio meidtica com extrusio de um 2PPB (IN1C).
A extrusio do 1PPB ocorreu em 62/119 (52,1%) dos
constructos, mas apenas 41,/119 (34,5%) efectuaram
uma divisao assimétrica. Destes, nenhum apresentou
um fuso normal com cromossomas correctamente
alinhados, apesar de 16/29 (55,2%) apresentarem
condensagio dos cromossomas. Os autores também
verificaram que a activagio com Sr?** causava fragmen-
tagdo, pelo que bloquearam a citocinese com citocala-
sina-B. Apesar de tudo, 12/27 (44,4%) efectuaram a
extrusao dos dois PPB. Apesar de muito interessante,
também este estudo nao avaliou o contetdo hapldide
nem o potencial de desenvolvimento embriondrio dos
constructos.

Pelo contrario, um estudo veio demonstrar, nos ra-
tinhos, que parece impossivel usar ovocitos MII para
criar um genoma hapléide funcional a partir de um
nucleo dipldoide somatico. Neste trabalho, 168 ovéci-
tos MII foram enucleados ¢ microinjectados com cé-
lulas foliculares. Cerca de 2-3 h apds a microinjecgio,
os ooplastos foram activados durante 2 h com 5 mM
SrCl, em meio sem Ca?*. Depois da extrusio do PPB,
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as células foram analizadas por FISH, tendo os auto-
res verificado a presenga de fusos aberrantes ¢ ancu-
ploidias cromossémicas (153,/168, 91,1%), o que su-
gere que a segregagdo dos cromossomas é possivel
mas ocorre ao acaso, nao permitindo a obtengdo de
constructos hapldides normais. Estas experiéncias su-
gerem que, na auséncia dos eventos normais da pro-
fase meidtica (sinapse/emparelhamento, recombi-
nagio homologa/crossing-over ¢ formag¢io de
quiasmas entre os cromossomas homologos), nio
existem condigdes fisicas que assegurem a segregagio
ordenada dos cromossomas homologos. Os autores
também sugeriram que, mesmo que ocorra por acaso
uma segregag¢io correcta dos cromossomas homolo-
gos, serd praticamente impossivel assegurar que o
complemento cromossémico contenha em exclusivi-
dade apenas os cromossomas paternos ou maternos
de modo a que se consiga uma expressio adequada
dos genes sujeitos a imprinting no desenvolvimento
embrionario.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE LINFOCITOS PARA MIi
ENUCLEADOS

Apesar do revés constatado nas experiéncias com os
ratinhos, decidimos prosseguir os estudos na espécie
humana. Estudamos, desta vez, a capacidade e a pos-
sibilidade de transformar células sanguineas (linféci-
tos) humanas em ovécitos e espermatozoéides (haploi-
diza¢io) usando a técnica de transferéncia nuclear
para ovécitos MII humanos enucleados, uma activi-
dade que remonta a 1997. Os linfécitos encontram-se
em fase GO/G1 e podem ser transferidos para ovéci-
tos MII por microinjec¢io, nao sendo necessiria a
clectrofusdo. Os linfocitos também possuem capacida-
de de reprogramagdo apds transferéncia nuclear, uma
vez que ¢ possivel obter nos bovinos, por clonagem
reprodutiva, 17% de blastocistos e 2% de recém-nasci-
dos masculinos.

Enucleamos 110 ovdcitos MII em meio de cultura
(SPM: com tampio Hepes) suplementado com 5
ug,/ml de citocalasina-B. Os ovécitos MII foram doa-
dos benevolamente por pacientes em tratamento de
infertilidade, correspondendo a ovécitos maduros ex-
cedentdrios e, por isso, nao utilizados no ciclo de tra-
tamento do casal. Para isso, o 1.° glébulo polar (1PB)
foi posicionado as 3h e abriu-se um orificio de 10 um
na zona pelacida (ZP) com solu¢io acida de Tirode.
Pelo orificio, aspirou-se o 1PB ¢ uma pequena por¢io
de ooplasma subjacente (contendo os cromossomas
femininos em metafase-II), com uma pipeta de bidp-
sia (20 um). O 1PB ¢ o carioplasto foram transferidos
para 1 pl de tampao de lise, colocado num circulo de
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uma limina de vidro revestida por poli-L-lisina. Apds
desidratagio ao ar, as preparagoes foram montadas
com Vectashield contendo DAPI, para corar de azul
o DNA. Da anilise (fig. 6), verificamos uma eficiéncia
de enucleagio de 60%, que depois conseguimos elevar
para 81% com o aumento da experiéncia (presenga de
DNA no 1PB ¢ no carioplasto).

Ap6s a enucleagio, os citoplastos foram colocados
em meio de cultura sem citocalasina e deixados a re-
cuperar durante 2-4 h (37 °C, 5% CO,). Os ooplastos
foram entio microinjectados (transferéncia nuclear)
com linf6citos humanos masculinos de tamanho mé-
dio (6-9 um). Os linfécitos foram obtidos de amos-
tras de sangue periférico, separados por Ficoll, esti-
mulados com fitohemaglutinina (PHA) por 48-72 h,
parados em GO/G1 por cultura com privagio parcial
de soro durante 3-5 dias, ¢ criopreservados até ao seu
uso (fig. 7).

Ap6s a microinjecgdo, os constructos foram deixa-
dos em cultura por 2-4 h, de modo a que o ooplasma
tenha tempo para reprogramar o DNA ex6geno, con-
densar os cromossomas e os organizar numa placa

metafisica. Os constructos foram entdo activados far-
macologicamente com um inonoforo de cilcio, 10
UM A23187 durante 5-10 minutos, para saber se os
cromossomas do linfécito sofriam haploidizag¢io, ou
s¢ja, se¢ expulsavam 23 dos 46 cromossomas num
PPB, transformando-se em potenciais gimetas mascu-
linos (fig. 3.8).

No processo de enucleagio, microinjec¢do e acti-
vagdo, sobreviveram 101/110 (91,8%) dos ovécitos
MII, enquanto que 9/110 (8,2%) degeneraram (fig.
9 K). Dos 101 ovdcitos reconstruidos e activados,
87/101 (86.1%) formaram um pseudo-prontcleo
(PPN) (fig. 9 A-F) ¢ 14/101 (13,9%) desenvolveram
2-3 PPN (fig. 9 G-J). Dos 87 com 1 PPN, 49 /87
(56,3%) ndo efectuaram extrusio de um pseudo-glé-
bulo polar (PPB) (fig. 9 A,D), 27,/87 (31%) apresen-
taram extrusio de um PPB (fig. 9 B,E) ¢ 11/87
(12,6%) exibiram 2 PPB (fig. 9 C, F). Ou seja, em te-
oria, 38 (27+11)/101 (37,6%) ou 38,/87 (43,7%) das
células conseguiram efectuar a meiose artificial ¢ se-
riam provavelmente hapléides. Estes constructos fo-
ram deixados em cultura. Dos 49 constructos

Figura 6. Transferéncia nuclear de um linfécito masculino para um ovécito MII humano enucleado, seguida de activa¢io farmacolégica.
(A) Ovocito dador (O) rodeado pelo seu invélucro, a zona pelacida (Z). Os cromossomas (*) do ovdcito estdo sob o 1.° glébulo polar
(1PB). (B) O ovdcito ¢ segurado por uma micropipeta de conten¢do (mc), enquanto a micropipeta de digestdo (md) langa uma solugdo 4ci-
da para abrir um orificio na ZP (seta). (C) Depois de se abrir o orificio na ZP, o 1PB faz saliéncia para o exterior (seta). (D) No orificio da
7P, insere-se uma micropipeta de enucleagio (me). (E, F) Pelo orificio da ZP, aspira-se o 1PB e uma pequena parte do citoplasma que lhe
fica subjacente (Enucleagdo). Esta por¢do de citoplasma contém os cromossomas do ovoécito (placa metafisica MII). (G) Parando a aspi-
ragdo e retraindo a micropipeta, destaca-se o citoplasma aspirado. Deste modo, obtém-se um ovécito sem material genético (citoplasto ou
ooplasto) e uma pequena porg¢io de citoplasma com os cromossomas do ovécito (carioplasto). (H) A coloragio do DNA (azul) no material
aspirado, mostra que a enuclea¢io foi eficaz. Imagens de microscopia 6ptica invertida Hoffman (Centro de Genética da Reprodugio Prof.
Alberto Barros, CGR-ABarros) e de microscopia de fluorescéncia (Servigo de Genética, Faculdade de Medicina da Universidade do Porto,
FMUP).
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Figura 7. Transferéncia nuclear de um linfécito masculino para um ovécito MII humano enucleado, seguida de activagdo farmacoldgica.
(A) ooplastos. (B,C) Com uma micropipeta de injec¢do (mi) selecciona-se (B) e aspira-se (C) um linfécito (Li; seta). Pl. Plaquetas; Er, eri-
trécito. (D) O citoplasto (ovdcito dador enucleado) ¢ segurado por uma micropipeta de conten¢io (mc), enquanto que a micropipeta de
injecgdo, contendo o linfécito (seta), se aproxima do orificio da ZP (entre pontas de seta). (E) Penetragio (microinjec¢do) do citoplasto
pela micropipeta de injecgdo. (F,G) O linfécito é deixado (transferéncia nuclear) no interior do citoplasto (setas). Imagens de microscopia
optica invertida Hoffman (CGR-ABarros).

Figura 8. Transferéncia nuclear de linfécitos masculinos para ovécitos MII humanos enucleados, seguida de activagio farmacoldgica. (A)
Por activagio quimica, o genoma dipléide do linfécito divide-se em duas partes, uma que fica dentro do citoplasto (pseudo-prontcleo,
PPN) ¢ outra que ¢ expulsa para o exterior (pseudo-globulo polar, PPB). Apresentam-se dois casos de andlise genética por FISH do cito-
plasto reconstruido. (B,C) Haploidizagio conseguida. O PPB ¢ o PPN apresentam uma constitui¢io cromossémica hapléide, por ter ocorri-
do segrega¢ido dos homdlogos. (D) Haploidizagao falhada. O PPN ¢ dipléide e os cromossomas estdo fragmentados (cadtico). Imagens de

microscopia 6ptica invertida Hoftman (CGR-ABarros) e de microscopia de fluorescéncia (Servigo de Genética, FMUP).

1PPN/OPPB, 30/49 (61,2%) clivaram, 2/30 (6,7%)
atingiram a fase de 12 células, ¢ nenhum atingiu o es-
tadio de blastocisto. Dos 38 constructos 1PPN/1-
2PPB, 20/38 (52,6%) clivaram e 5/20 (25%) atingi-
ram o estadio de blastocisto.

Os embrioes foram processados para anilise genéti-
ca por FISH (fig. 10). Os embrioes dos 14 construc-
tos 2-3PPN ¢ os embrides dos 49 constructos
1PPN/OPPB mostraram uma constitui¢io dipldide,
como esperado. Os 20 embrides obtidos a partir dos
38 constructos 1PPN/1-2PPB niao mostraram di-
visdes mitdticas normais, o que também era esperado
caso fossem realmente hapléides. Destes, conseguiu-
se uma marcagio FISH completa em 16 casos, que

evidenciou 7/16 (43,75%) embrides com predominio
de blastémeros dipléides ¢ 9/16 (56,25%) embrides
com predominio de blastémeros hapléides. Especifi-
camente, dos 7 dipléides, 2 eram mosaicos dipléi-
de/polipléide, 4 dipléides ¢ 1 polipléide, ¢ dos 9 ha-
pléides, 8 eram mosaicos hapléide/dipléide e 1
hapléide. Assim sendo, dos 101 ovécitos MII enucle-
ados com sucesso, 9/101 (8,9%) sofreram realmente
haploidiza¢io, ou 9/38 (23,7%), se considerarmos os
constructos 1PPN/1-2PPB.

Estas experiéncias sugerem que, apesar de ser possi-
vel induzir a haploidizagio de genomas dipléides pela
técnica da transferéncia nuclear para ovécitos MII
enucleados, se trata de um evento raro (9%). As in-
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Figura 9. Transferéncia nuclear de linf6citos masculinos para ovécitos MII humanos enucleados, seguida de activagdo farmacoldgica. Resul-

tados dos constructos ap6s activagdo (ntimero de casos observados por situagio).
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Figura 10. Transferéncia nuclear de linfécitos masculinos para ovocitos MII humanos enucleados, seguida de activagio farmacolégica e cul-
tura dos constructos. (A) Embrides resultantes. (B-H) Andlise FISH dos blastomeros. (B-E) Hapléides. (F) Diploides. (G) Haploide com
nulissomia X. (H) Hapléide com dissomia 18. Imagens de microscopia 6ptica invertida Hoffman (CGR-ABarros) e de microscopia de fluo-
rescéncia (Servico de Genética, FMUP).

feréncias bioldgicas dos resultados sio, no entanto,  tico/meiético num genoma dipldide; (¢) O ooplasma
muito interessantes: (a) O MPF do ooplasma MII é  MII ¢ capaz de induzir a formagdo de liga¢oes de tipo

capaz de induzir a condensagio da cromatina de ge-  meidtico entre os homologos, uma vez que para oco-
nomas dipldides; (b) O ooplasma MII é capaz de in-  rrer uma segregagio dos homologos para pélos opos-
duzir a formagdo de cromossomas ¢ de um fuso mit6-  tos ¢ necessdrio que os microttbulos se tenham liga-
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do aos homélogos de modo oposto, como se fossem
cromatideos; (d) O ooplasma é capaz de induzir uma
divisao assimétrica actuando sobre um genoma dipldi-
de.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE LINFOCITOS
PARA MII SEM ACTIVAGAO

Numa outra série de experiéncias, transferimos linf6-
citos masculinos (fase G1,/G0: 2N1C), isolados por
Ficoll do sangue periférico, mas sem estimulagdo pela
PHA nem cultura em meio pobre em nutrientes. Cui-
dadosamente, fragilizamos a sua membrana, usando
uma micropipeta de 5 um de didmetro, e injectamos
um linfécito por cada ovécito MII (ndo enucleado),

Li:2N1C
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sem aspirar o ooplasma de modo a evitar a activagao
prematura do ovécito (fig. 11). De 11 ovécitos MII,
10/11 (90,9%) apresentaram um linfdcito intacto no
ooplasma até 15 h apés a microinjecgio. Destes, em
10/11 (90,9%) conseguiu-se visualizar a cromatina
com DAPI, e 4/10 (40%) apresentaram um aspecto
condensado da cromatina. A andlise FISH, possivel
em 8,/10 (80%) dos casos, confirmou a diploidia dos
linfécitos (fig. 12). Estes resultados mostram que ¢
possivel injectar linfocitos sem activar o ooplasma
(90,9%). Porém, ndo existe eficiéncia na condensa¢do
da cromatina (40%) nem na indu¢io da formagdo de
uma placa metafisica (0%). Este problema poderia ser
devido a uma possivel interferéncia causada pela placa
metafasica II do ovécito, ou a auséncia de activagio
do constructo.

- ‘ ‘

Figura 11. (A) Transferéncia nuclear de um linf6cito masculino (Li) para um ovécito MII ndo enucleado. (B) Devido a auséncia de acti-
vagdo farmacolégica, espera-se que os niveis de MPF no ooplasnn se mantenham elevados, induzindo a condcnsa_cw da cromatina ¢ for-
magio de cromossomas numa placa metafisica associada a um fuso meidtico (emparelhamento dos homélogos nio replicados, com orien-
tagio dos homologos para pélos opostos). (C) No caso presente, o linfocito ficou intacto no ooplasma, por vezes com condensagio da

cromatina, sem formag¢do de uma placa metafésica.

Figura. 12. Transferéncia nuclear de linf6citos masculinos para ovocitos MII ndo enucleados e sem activagio farmacoldgica. Andlise por
FISH de dois casos. (A) O linfécito (Li) apresenta condensagdo da cromatina, com emparelhamento dos autossomas (1616, 1818) mas nio
dos gonossomas (X bem separado do Y). (B) O linfécito (Li) apresenta cromatina nio condensada e auséncia de emparelhamento entre os
homélogos (16,16, 18,18, X,Y). (1PB) 1.° glébulo polar. (MII) placa metafisica do ovécito. A letra (r) denota a presenga de cromatideos
(replicagdo do cromossoma), fendmeno normal no 1PB e na MII. Imagens de microscopia de fluorescéncia (Servigo de Genética, FMUP).
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TRANSFERENCIA NUCLEAR DE LINFOCITOS PARA Mii
COM ACTIVAGAO

Para saber se este resultado dependia da auséncia de
activa¢io do constructo, utilizamos 37 ovécitos MII
(ndo-enucleados), que foram microinjectados com lin-
focitos segundo as condi¢des anteriormente descritas.
De seguida, apés diferentes intervalos de tempo (2-6
h), activamos os ovocitos com 10 uM A23187 duran-
te 10 minutos (fig. 3.13). Apds cerca de 15 h de cul-
tura, os constructos foram processados para FISH.

ACTIVAGAO 6 H APOS A TRANSFERENCIA NUCLEAR

Dos 15 constructos activados 6h apds a microinjecgio,
11/15 (73,3%) formaram zigotos 1PN/2PB, enquan-
to que 4/15 (26,7%) permaneceram ndo-activados
(OPN/1PB). Ou seja, na maioria dos casos houve reto-
ma da meiose feminina (1PN/2PB), mas nio houve
haploidizagio (OPPN/0OPPB). A anilise por FISH for-
neceu resultados em 10/11 (90,9%) dos zigotos
1PN/2PB. Destes, em 10,/10 (100%) dos casos, os lin-
focitos apresentaram um genoma dipldide, dos quais
8,/10 (80%) com condensa¢io da cromatina (fig. 3.14).
Estes resultados mostram que a activagio, quando efec-
tuada 6h apds a transferéncia nuclear, activa eficazmen-
te a meiose II feminina (73%) e induz eficazmente a
condensagdo da cromatina dos linfocitos (80%). Porém,
ndo foi capaz de induzir a formag¢io de uma placa meta-
fisica nem a segregag¢io dos homologos dos linfocitos.

ACTIVAGAO 4 H APOS A TRANSFERENCIA NUCLEAR

Dos 12 constructos activados 4 h apds a microin-
jecgdo, 2/12 (8,3%) activaram ¢ formaram zigotos

A

=~
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Mil, 1N2C

1PN/2PB, enquanto que 11/12 (91,7%) permanece-
ram ndo-activados (OPN/1PB). Ou seja, na maioria
dos casos nao houve retoma da meiose feminina
(IPN/2PB) nem haploidizagio (OPPN/OPPB). A
andlise por FISH forneceu resultados em 11/12
(91,7%) dos constructos. Destes, em 11/11 (100%)
dos casos, os linfécitos apresentaram um genoma di-
ploide, 9/11 (81,8%) com condensagido da cromatina
(fig. 15). Estes resultados mostram que a activa¢io,
quando efectuada 4 h apds a transferéncia nuclear,
ndo activa a retoma da meiose-II feminina (8%), mas
induz a condensagio da cromatina dos linfécitos
(80%). Porém, nio ¢ capaz de induzir a formagio de
cromossomas numa placa metafisica, associada a um
fuso, nem a segregagdo dos homoélogos dos linfécitos.

ACTIVACAO 2 H APOS A TRANSFERENCIA NUCLEAR

Dos 10 constructos activados 2 h apds a microinjecgao,
3/10 (30%) formaram zigotos 1PN/2PB, enquanto
que 7/10 (70%) permaneceram nio-activados
(OPN/1PB). Ou seja, na maioria dos casos nao houve
retoma da meiose feminina (1PN/2PB) nem haploidi-
zagao (OPPN,/OPPB). A anilise por DAPI evidenciou a
presenga de cromatina dos linfécitos em 8/10 (80%)
dos casos. A andlise por FISH forneceu resultados em
6/8 (75%) dos constructos. Destes, em 6/6 (100%)
dos casos, os linfocitos apresentaram um genoma di-
ploide, dos quais 3/6 (50%) com condensagio da cro-
matina ¢ 2/6 (33,3%) com configuragio metafasica (fig.
16). Estes resultados mostram que a activagio, quando
efectuada 2 h apés a transferéncia nuclear, activa parcial-
mente a retoma da meiose-1I feminina (30%), a con-
densa¢do da cromatina (50%) ¢ a formag¢do de uma pla-
ca metafisica (33%) nos linfécitos. Porém, ndo foi capaz
de induzir a segregagao dos homologos dos linfécitos.

2PB, 1IN1C

PNf, IN1C

PPN, IN1C

PPB, 1IN1C

Figura 13. (A) Transferéncia nuclear de um linf6cito masculino (Li) para um ovécito MII ndo enucleado. (B) Espera-se que os niveis altos
de MPF no ooplasma induzam a condensa¢do da cromatina ¢ a formagdo de cromossomas numa placa metafisica associada a um fuso mei6-
tico (cromossomas homologos emparelhados e orientados para pdlos opostos). (C) Com a activagio farmacoldgica, espera-se que ocorra a
retoma da meiose do ovécito, com expulsio do 2.° glébulo polar (2PB) e formagdo do prontcleo feminino (PNf). Sobre o Li, a activa¢do
deveria induzir a citocinese com haploidizagao, libertando-se um pseudo-glébulo polar (PPB) e originando um pseudo-prontcleo (PPN)
hapléide.
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Figura. 14. Transferéncia nuclear de linfécitos masculinos (Li) para ovocitos MII humanos ndo enucleados, seguida de activagio farmaco-
logica 6h apos a microinjecgdo. Andlise por FISH dos zigotos 1PN/2PB obtidos. O linfécito (Li) apresenta condensagdo da cromatina com
emparelhamento dos autossomas (1616, 1818) mas ndo dos gonossomas (X bem separado do Y). Imagens de microscopia de fluorescéncia

(Servigo de Genética, FMUP).

CONCLUSOES

A tecnologia usada e as experiéncias acima descritas
demonstram que ainda ndo foi possivel induzir efi-
cientemente a haploidizagio. No entanto, algumas
das observagdes saio muito encorajadoras, pelo que
obrigam ao desenvolvimento de novas experiéncias,
com vista a tentar melhorar a eficiéncia dos protoco-
los usados.

Dos resultados ja conseguidos, algumas conclusoes
parecem fundamentais. Ficamos a saber que os linf6-
citos podem ser microinjectados em ovoécitos MII
sem activagaio do ooplasma, um requisito essencial
para que ocorra a reprograma¢io do DNA dipléide
transferido, a condensa¢io da cromatina, a formagio
de cromossomas e a associagdo destes com um fuso
mitético/meidtico numa placa metafisica. Neste sen-
tido, demonstramos que o MPF do ooplasma conse-
gue actuar sobre a cromatina do linfécito, induzindo
a sua condensagao (50-82%) e que, apesar de parecer
extraordindrio, os factores do ovécito conseguem in-
duzir a formagio de uma placa metafisica (33%).
Também determinamos que o melhor intervalo de
tempo para iniciar a activa¢ao farmacolégica do ovéci-
to é de 2 h apds a microinjec¢io. No entanto, a se-
grega¢do dos homologos do linfécito, com citocinese
desigual (extrusao de um pseudo-glébulo polar ha-
pléide e formag¢do de um pseudo-prontcleo hapléide)
foi ineficiente (9%) na transferéncia nuclear para MII

enucleados e nula na transferéncia nuclear para MII
intactos.

Este revés era teoricamente esperado. De facto, o
ooplasma MII contém factores que permitem a con-
densagao de um conjunto hapléide de cromossomas
monoparentais numa placa metafisica de tipo mitéti-
ca, em que cada cromossoma tem dois cromatideos,
cada um com um cinetocoro. Como os cromatideos
estao ligados entre si, os cinetocoros localizam-se em
polos diametralmente opostos, pelo que a segregacio
dos cromatideos se da para poélos opostos. No entan-
to, para haver haploidizagao ha necessidade do empa-
relhamento entre cromossomas homoélogos biparen-
tais ¢ forma¢io de um cinetocoro por homodlogo.
Apesar de nio poder haver indugio de quiasmas, po-
dia-se teoricamente esperar que os factores de coesdo
entre os cromatideos actuassem sobre os homologos.
Para resolver este problema, temos de transferir linf6-
citos para ovocitos MI intactos e MI enucleados, uma
vez que os MI possuem factores que naturalmente re-
conhecem os homoélogos ligados por quiasmas, sinte-
tizando um cinetocoro por homologo de cada par de
homélogos, independentemente dos cromatideos.

Outras causas poderdao também ser responsaveis por
estas dificuldades. Por exemplo, pode ser que a mem-
brana do linfécito e o seu citoplasma interfiram no
processo. Para resolver esta questdo, temos de testar a
transferéncia dos nucleos dos linfocitos em vez de
usarmos toda a célula. A activagdo farmacoldgica pelo
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Figura. 15. Transferéncia nuclear de linf6citos masculinos (Li) para ovécitos MII humanos ndo enucleados, seguida de activagdo farmaco-
légica 4h apds a microinjecgdo. Andlise por FISH dos constructos. (A) Li com condensag¢do da cromatina, sem emparelhamento dos homo-
logos. (B) Li com condensa¢io da cromatina ¢ emparelhamento dos autossomas (1616, 1818) mas ndo dos gonossomas (X bem separado
do Y). Imagens de microscopia de fluorescéncia (Servico de Genética, FMUP).
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Figura. 16. Transferéncia nuclear de linf6citos masculinos (Li) para ovocitos MII humanos ndo enucleados, seguida de activagio farmaco-
logica 2h apds a microinjecgdo. Andlise por FISH dos constructos. (A) Condensagdo da cromatina do Li, com emparelhamento parcial dos
autossomas (1616 vs 18,18). (B) Condensagdo da cromatina do Li, sem emparelhamento dos homdlogos (16,16; 18,18; X,Y). (C) Li em
metafase, com emparelhamento parcial dos autossomas (1616 vs 18,18). (D) Li em metatase, com emparelhamento dos autossomas (1616,
1818) mas ndo dos gonossomas (X bem afastado do Y). Imagens de microscopia de fluorescéncia (Servico de Genética, FMUP).z
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ionoforo de cilcio A23187, que induz um pico Gnico
de libertagao enddgena de cilcio, também podera nio
ser o melhor estimulo para induzir a haploidiza¢io.
Em alternativa, temos de experimentar o estroncio,
outros ionoforos, ou activar o sistema de sinaliza¢io
intracelular com agonistas do inositol 1,2,3-trisfosfa-
to. Finalmente, os resultados também indiciam que a
presenga da placa metafisica II ¢ a retoma da meiose
II do ovécito inibem a haploidizagao, pelo que as ex-
periéncias deverdo ser repetidas em ovécitos enuclea-
dos.
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