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Resumo 

Introdução: o diagnóstico genético pré-implantacional 

(PGD) é um procedimento o qual permite que embriões sejam testados 

perante uma doença genética antes de sua transferência para o útero 

materno, ou seja, antes do inicio da gestação. 

Objetivos: reportar uma revisão bibliográfica sobre o 

PGD com suas respectivas técnicas utilizadas até o momento, sem deixar 

de abordar suas realidades e perspectivas. 

Materiais e Métodos: essencialmente, existem dois 

componentes laboratoriais envolvidos no PGD. O primeiro envolve a 

coleta do material para ser analisado, o qual é obtido através da biópsia 

embrionária. O segundo, é o teste diagnóstico em si, que usualmente é 

realizado por duas metodologias: reação em cadeia da polimerase (PCR) 

ou e hibridização in situ fluorescente (FISH). 

Conclusão: o PGD é o único teste capaz de diagnosticar 

desordens genéticas de um embrião antes da concepção da gestação. 

Assim sendo, além de melhorar os resultados da FIV, também auxilia 

casais com risco reprodutivo a vir a ter filhos livres da doença.  
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Summary 

Introduction: preimplantation genetic diagnosis (PGD) is 

a procedure that permits embryos to be tested for a possible genetic 

disease before being transferred to the maternal uterus, i.e., before the 

beginning of pregnancy. 

Objectives: to perform a bibliographic survey of PGD and 

to report the techniques used thus far, considering their realities and 

perspectives. 

Materials and Methods: essentially, two laboratory 

components are involved in PGD. The first consists of collection of the 

material to be analyzed by an embryo biopsy, and the second is the 

diagnostic test proper, which is usually carried out using two methods: 

polymerase chain reaction (PCR) and/or fluorescent in situ hybridization 

(FISH). 

Conclusion: PGD is the only test able to diagnose the 

genetic disorders of an embryo before conception and gestation. Thus, in 

addition to improving the results of IVF, it also helps couples with a 

reproductive risk to have children free of disease.  
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Introdução 

O diagnóstico genético pré-implantacional ou pré-

implantação (Preimplantation Genetic Diagnosis - PGD) é proposto como 

um novo exame de alta tecnologia, o qual é capaz de auxiliar casais com 

algum risco genético reprodutivo a terem filhos saudáveis. O PGD utiliza 

técnicas de biologia ou de citogenética molecular durante a fertilização in 

vitro (FIV) no intuito de selecionar e transferir ao útero materno apenas 

embriões livres de uma condição genética específica.  

A idéia original do PGD surgiu no final dos anos 60 com o 

intuito de identificar o sexo de embriões de coelhos que estavam na fase 

de blastocisto (Edwards e Gardner, 1967), de modo que futuramente a 

técnica pudesse ajudar casais com risco de gerarem filhos com uma 

doença genética ligada ao sexo, como por exemplo, a hemofilia (Griffin et 

al., 1991; Veiga et al., 1994; Van de Velde et al., 2000). A primeira 

descrição de uma gestação onde os embriões foram pré-selecionados 

para evitar a transmissão de uma doença genética foi em 1990 

(Handyside et al.,1990). Na ocasião, foram recrutados cinco casais com 

risco de transmissão de doenças genéticas ligadas ao cromossomo X, 

incluindo retardo mental ligado ao X, Adrenoleucodistrofia, Síndrome de 

Lesch-Nyhan e distrofia muscular de Duchenne. Após a biópsia dos 

embriões, uma ou duas células de cada embrião foi submetida à lise 

celular e posteriormente analisada quanto à presença de um segmento do 
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cromossomo Y, através da técnica chamada reação em cadeia da 

polimerase (Polymerase chain reaction – PCR). A PCR é capaz de 

amplificar milhões de cópias de uma determinada região do DNA, para 

que essa região possa ser estudada. No caso da região do cromossomo 

Y, nas células em que houve a amplificação, o embrião era masculino e 

os embriões femininos foram diagnosticados pela ausência de 

amplificação. No mesmo ano, porém alguns meses depois, outro grupo de 

pesquisadores descreveram também a pré-seleção de embriões perante a 

outra desordem genética, que no caso foi a Fibrose Cística e Deficiência 

de alfa1-antitripsina (Verlinsky et al., 1990; Strom et al., 1990). Com 

rápido desenvolvimento desse campo, ainda em 1990 foi realizado o 

primeiro simpósio internacional sobre o diagnóstico pré-implantacional em 

Chicago, nos Estados Unidos. Surgia um novo conceito em diagnóstico 

pré-natal, o diagnóstico pré-concepcional, o qual diagnostica a presença 

de uma determinada desordem genética, antes de se estabelecer uma 

gestação. Após a introdução de uma técnica chamada FISH 

(Fluorescence in-situ hybridization) para análise em célula interfásica, 

iniciou-se a possibilidade de analisar os embriões perante o número dos 

cromossomos (Griffin et al., 1991; Delhanty et al., 1993). Através dessa 

tecnologia, é possível estudar qualquer cromossomo ou parte dele em 

uma ou duas células retiradas de um embrião, e perante o resultado, 

transfere-se para o útero materno os embriões cromossomicamente 

normais.  
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O PGD requer uma estimulação ovariana e 

conseqüentemente a FIV para a seleção e transferência dos embriões 

normais após sua análise genética. Esse tipo de aplicação é de especial 

interesse na área da medicina reprodutiva, não só por estar diretamente 

envolvida, mas também, principalmente porque fatores genéticos são 

envolvidos na fertilidade humana. Casais portadores de uma desordem 

genética, seja gênica ou cromossômica, podem encontrar dificuldade de 

conceber espontaneamente, e freqüentemente necessitam de um auxílio 

médico especializado. Encontramos nesse grupo, principalmente os 

indivíduos que são portadores de uma translocação cromossômica 

balanceada, mosaicismo cromossômico ou qualquer doença gênica que 

afete sua fertilidade, como por exemplo, a fibrose cística e a microdeleção 

do cromossomo Y. Portanto, o PGD auxilia casais inférteis não só a terem 

uma gestação como também os auxilia na prevenção da transmissão de 

uma desordem genética. 

A transferência preferencial de embriões 

cromossomicamente normais evita gestações aneuplóides o que tem sido 

mostrado que diminui a incidência de abortos espontâneos, uma 

traumática ocorrência que afeta 10 a 15% das gestações clínicas (Laurino 

et al., 2005). Embora um número significante de ciclos de PGD é 

realizado para doenças hereditárias e rearranjos cromossômicos, os 

pacientes inférteis que são submetidos ao diagnóstico pré-implantacional 

no intuito de identificar os embriões cromossomicamente normais para 
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transferência em razão de aumentar os índices de sucesso do tratamento, 

representa o maior grupo. Esse grupo é composto primariamente por 

mulheres em idade reprodutiva avançada (>35 anos), as quais estão sob 

um maior risco de produzir oócitos com um número anormal de 

cromossomos (Gianaroli et al., 1997; Munné e Cohen, 1998; Munné e 

Wells, 2002). Após estudo realizado com primeiro e segundo corpúsculo 

polar de 4.255 oócitos oriundos de mulheres em idade avançada, 

identificou-se que 42,9% desses oócitos apresentavam uma aneuploidia. 

Como já era esperada, a maioria das alterações encontradas eram no 

primeiro corpúsculo polar, resultado de erro de não disjunção na meiose I 

(Verlinsky e Kuliev, 2000). Em trabalho recente, após estudar 

aproximadamente 8.000 oócitos de mulheres acima de 35 anos, os 

mesmos pesquisadores reportaram que mais da metade deles possuía 

aneuploidia (Kuliev e Verlinsky, 2004). 

 

Objetivo 

Reportar uma revisão bibliográfica sobre o PGD com suas 

respectivas técnicas utilizadas até o momento, sem deixar de abordar 

suas realidades e perspectivas. 
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Materiais e Métodos 

 

O papel das aneuploidias nas falhas gestacionais 

Estudos sugerem que 50% dos embriões humanos 

concebidos naturalmente alcançam sua viabilidade, além disso, a maioria 

desses é abortada pouco antes ou logo após a implantação (Short, 1979; 

Edwards e Gardner, 1967). Um quadro similar de mortalidade embriônica 

é observado na FIV, onde uma proporção significativa de embriões tem 

seu desenvolvimento interrompido durante os primeiros dias após a 

fertilização. Daqueles que sobrevivem e são transferidos para o útero 

materno, apenas uma minoria resulta em um nascimento. Dentro dos 

múltiplos fatores que podem influenciar negativamente na sobrevida dos 

embriões, a anormalidade cromossômica é o fator mais importante. O 

desenvolvimento de uma célula zigótica em um feto é um processo 

altamente complexo que requer um controle impecável e preciso da 

expressão gênica. O desbalanço cromossômico (aneuploidia) usualmente 

tem um efeito catastrófico no desenvolvimento embrionário, com alteração 

na expressão de centenas de genes. Por esse motivo, não é surpresa que 

praticamente todas as monossomias são letais e a grande maioria das 

trissomias leva a perda gestacional precoce. A letalidade do desbalanço 

cromossômico é enfatizada por estudos de materiais de abortos 

espontâneos, os quais revelam que a grande maioria de embriões que 
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foram abortados possui aneuploidia (Boue et al., 1975; Hassold et al., 

1980). 

A análise citogenética pré-implantacional de embriões 

humanos usando a tecnologia da FIV, tem revelado altos índices de 

alterações cromossômicas no estágio inicial do desenvolvimento 

embrionário (Harper et al., 1995; Delhanty et al., 1997; Munné e Cohen., 

1998). A maioria das anormalidades cromossômicas detectadas nesse 

estágio parece ser letal e a sua ocorrência pode explicar a proporção 

significante de falhas nos ciclos de FIV. Apesar de não ser possível 

determinar se as anormalidades cromossômicas são igualmente comuns 

na fertilização natural, sabemos que esses níveis também são altos. 

A taxa de sucesso gestacional varia muito entre diferentes 

clínicas em todo o mundo, porém a probabilidade de arquivar uma 

gestação através da FIV é em geral 30% por embrião transferido. Na 

grande maioria dos casos, vários embriões são gerados em cada 

tratamento e as clínicas de FIV selecionam os embriões a serem 

transferidos baseando-se nas características morfológicas, tais como o 

numero de blastômeros gerados após a fertilização, e o índice de 

fragmentação, que são indicadores de viabilidade embrionária. 

Independente da idade materna, mais de 50% dos embriões gerados por 

fertilização possui anormalidades cromossômicas (Munné et al., 2006). 

Porém, como muitos embriões aneuplóides apresentam morfologia normal 

durante a fase de desenvolvimento pré-implantacional, a avaliação 
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morfológica é insuficiente para a exclusão de anormalidades 

cromossômicas. Deste modo, sugere-se que a eficiência das técnicas de 

reprodução assistida poderia ser melhorada se os embriões 

cromossomicamente normais fossem selecionados antes da 

transferência. Em um esforço de melhorar as taxas de gestação ao 

identificar os embriões que são cromossomicamente normais, alguns 

centros de infertilidade estão introduzindo testes especificamente 

desenvolvidos para uma triagem citogenética desses embriões (Munné et 

al., 1998; Gianaroli et al., 1997; Munné e Wells, 2002). Esses tipos de 

testes focam o uso da tecnologia desenvolvida para o diagnóstico 

genético pré-implantacional (PGD), e hoje a metodologia é chamada de 

Screening Genético Pré-implantacional (PGS), ou Screening de 

Aneuploidia Pré-implantacional (PGD-AS). Considera-se prudente e 

benévolo realizar a biópsia embrionária para o PGS referente à idade 

avançada, em mulheres acima de 37 anos que gerem ao menos seis 

embriões em condições de biópsia (Munné et al., 2002a). Para mulheres 

que geram um numero muito pequeno de embriões, é discutível o uso do 

PGD. A Tabela 1 mostra o aumento da taxa de implantação após o PGS 

conforme a idade gestacional. Entre as outras indicações de PGS, 

destacam-se a falha repetitiva de implantação e abortamento recorrente. 
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Tabela 1 – Aumento da taxa de implantação embrionária devido ao 

auxílio do PGD, de acordo com a idade materna 

 

Idade 
Taxa de implantação 

em controles (%) 

Taxa de implantação 

após o PGD (%) 

Melhora devido 

ao PGD (%) 

35 – 37 26 31 +5 

37 – 39 19 22 +3 

39 – 42 13 20 +7 

39 – 45 11 18 +7 

42 – 45 3 11 +8 

Munné et al. 2002 
 

Biópsia embrionária 
O primeiro passo para se realizar o PGD é a obtenção 

adequada do material para a análise. As técnicas de micromanipulação 

são usadas em todos os casos, porém, existem diferentes metodologias 

para perfurar a zona pelúcida (ZP) e realizar a biópsia de blastômero. A 

biópsia embrionária no estágio inicial de clivagem é a metodologia mais 

usada mundialmente. A grande maioria dos programas de PGD realiza a 

biópsia embrionária no terceiro dia após fecundação, quando o embrião 

está no estágio de 6 a 10 células. 

Um ponto de discussão é o número de células que devem 

ser biopsiadas. Usualmente, o biologista molecular ou o indivíduo que irá 

realizar a análise genética prefere mais de um blastômero para assegurar 
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seu diagnóstico, no entanto, o embriologista que realiza a fertilização 

elege a remoção de apenas um blastômero como melhor opção, pois 

minimiza o efeito negativo da manipulação e da redução celular 

embrionária. Dependendo de cada caso (numero de embriões, qualidade 

embrionária, etc.), um balanço tem que ser estabelecido entre o número 

de células a ser retirado e a acurácia do diagnóstico. A biópsia do 

trofoectoderma no estágio de blastocisto proporciona um número maior de 

células para ser analisadas, contudo, infelizmente melhorias devem ser 

feitas para aumentar a eficiência e permitir a aplicação clínica dessa 

técnica (Veiga et al., 1997). Portanto, o PGD no estágio de blastocisto 

pode ser uma solução no futuro, no momento trata-se de uma técnica 

experimental. Antes de iniciar o procedimento da biópsia embrionária é 

importante a identificação do blastômero a ser removido para a análise, 

pois o orifício na ZP tem que ser feito próximo da célula que vai ser 

selecionada. Preferencialmente, o núcleo deve ser visualizado no 

blastômero escolhido para se obter o sucesso diagnóstico. 

Existem três diferentes possibilidades para se perfurar a 

ZP: manipulação mecânica, perfuração química com ácido Tyrode ou 

metodologia a laser. A limitação da primeira técnica é a dificuldade de se 

criar um orifício de tamanho consistente e em tempo hábil. Por essa 

razão, as outras duas metodologias são as mais usadas. A possibilidade 

de uma “intoxicação” embrionária é a principal objeção para se usar a 

solução com o ácido Tyrode. Quando a solução ácida é usada para abrir 



Capítulo I Diagnóstico genético pré-implantacional: conceitos, realidades e perspectivas 

 

Ciro Dresch Martinhago 

 

13

o orifício na ZP, o procedimento tem que ser feito com grande cuidado 

para não haver exposição excessiva do ácido Tyrode em grande extensão 

na ZP para não prejudicar o desenvolvimento do embrião. A lavagem do 

embrião após a exposição ao ácido é recomendada para evitar 

acidificação do meio e lise celular. O uso de um laser facilita todo o 

procedimento e evita o uso do ácido Tyrode. Através do laser é mais fácil, 

rápido e preciso se fazer uma biópsia embrionária ou de CP, pois por 

meio dele, aumenta-se a eficiência da biópsia pelo fato de diminuir o 

tempo necessário para o procedimento, evita o uso de solução ácida e 

aumenta o controle sobre a perfuração da ZP (Boada et al., 1998). 

Existem descrições de diferentes sistemas para o uso do laser na 

abertura da ZP, basicamente com propósito do uso em PGD ou assisted 

hatching. Em todos os casos, a ZP é micro-perfurada através da 

exposição á uma pequena radiação do laser que gera orifícios padrões 

pela fototermólise de proteínas da matriz. Existem dois tipos de sistema 

de laser: a) lasers de contato e b) laser sem contato. O sistema sem 

contato possui várias vantagens na aplicação clínica e elimina o risco de 

contaminação. Dependendo do comprimento de onda, alguns emitem 

radiação ultravioleta que é fortemente absorvida pela água, tem baixa 

penetração de profundidade e podem potencialmente gerar efeitos 

mutagênicos, enquanto outros emitem ondas de comprimento longo que 

são menos absorvidos pela água. Muitos centros optam pelo sistema de 

laser sem contato (infravermelho com onda de comprimento de 1.48µm), 
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pois proporciona uma absorção mínima pelo material de cultura, é de fácil 

adaptação pelo microscópio e tem sido demonstrado que perfura a ZP 

sem efeito mecânico, térmico ou mutagênico (Germond et al., 1995).  

Pelo menos três tipos diferentes de biópsia embrionária 

foram descritos: divisão mecânica, extrusão e aspiração (Tarin e 

Handyside, 1993). O método de divisão mecânica requer a remoção total 

da ZP e após a biópsia do blastômero, o com o embrião sem ZP pode 

levar a danos no seu desenvolvimento. Adicionalmente, essa metodologia 

é impraticável e não é usada para o PGD em humanos. Já o método de 

extrusão, é realizado após a perfuração da ZP. O blastômero é retirado 

através do orifício gerado através de três metodologias possíveis, 

primeiro, por uma extração com uma pipeta (Gordon e Gang, 1990). 

Segundo, por deslocamento do blastômero com uma delicada injeção 

com meio de cultura através do orifício (Roudebush et al., 1990; Pierce et 

al., 1997) ou terceiro, com o uso de uma micro-agulha através de 

movimentos delicados. Já o método por aspiração é o mais usado 

mundialmente para a prática do PGD em humanos (Handyside et al., 

1990; Veiga et al., 1994). Através desse método, o blastômero é removido 

por sucção usando uma pipeta de biópsia de diâmetro similar ao do 

blastômero. 
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Biópsia de corpúsculo polar 

A reprodução sexual ocorre através da fertilização, 

quando dois gametas haplóides entram em singamia e produzem um 

individuo geneticamente distinto. A meiose é o processo pelo qual um 

organismo diplóide (2n) é reduzido para a forma haplóide (n), originando 

os gametas. Para que cada célula filha obtenha uma única copia do par 

de cromossomos da célula mãe, as células diplóides sofrem três passos 

específicos na meiose: pareamento e sinapse dos cromossomos 

homólogos, crossover recíproco formando a estrutura bivalente, e 

finalmente a separação dos cromossomos homólogos na primeira divisão 

meiótica. Já a Meiose II, se resume em um passo de apenas em divisão 

mitótica, formando duas células com o mesmo material genético. 

Qualquer erro em um desses processos pode resultar em uma 

aneuploidia ou uma falha de segregação meiótica (Nicklas, 1974). 

Infelizmente, “errar (meioticamente) é humano” (Hassold e Hunt, 2001) e 

parece que o erro não se baseia nem na falta de habilidade do 

pareamento, como também na recombinação cromossômica, e sim na 

competência da formação, controle e operação do fuso meiótico nos 

oócitos em mulheres com idade avançada. Embora o erro meiótico seja 

comum, essa característica será parcialmente atenuada: a grande maioria 

dos ovos anormais será selecionada através da falha de implantação ou 

pelo aborto espontâneo dos conceptos cromossomicamente anormais, 
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que são responsáveis por mais de 60% de todos os abortos de primeiro 

trimestre de gestação.  

Em 1990, Verlinsky e colaboradores foram os pioneiros no 

diagnóstico pré-concepcional das desordens genéticas monogênicas. A 

metodologia emprega a analise do primeiro corpúsculo polar (1CP) 

isolado ou em combinação como o segundo corpúsculo para determinar o 

status genético desse oócito. Pouco tempo depois, dois autores 

isoladamente (Verlinsky et al., 1995; Munné et al., 1995) descreveram a 

viabilidade de se analisar o 1CP e/ou o 2CP perante o numero de 

cromossomos, através da técnica de FISH. Uma vez sabendo que as 

aneuploidias dos autossomos ocorrem predominantemente na meiose I 

materna (Hassold et al., 1987, 1991; Antonarakis, 1991), a análise 

cromossômica do 1CP pode detectar a grande maioria das aneuploidias 

autossômicas encontradas em blastômeros. Desde que o 1CP é a 

imagem complementar do ovo, a ocorrência de um cromossomo ou 

cromátide extra, implicará que no ovo está faltado esse mesmo 

cromossomo. Já na segunda divisão meiótica, se a cromátide extra é 

distribuída favoravelmente no 2CP, isso implicaria que o embrião é 

cromossomicamente normal (Angell, 1997). Assim sendo, o 2CP deve ser 

analisado para prevenir possíveis erros diagnósticos.  

A biópsia do CP possui pelo menos três vantagens sobre 

a biópsia embrionária. A primeira delas é no parâmetro da ética, pois 

existe uma grande diferença em se descartar oócitos cromossomicamente 



Capítulo I Diagnóstico genético pré-implantacional: conceitos, realidades e perspectivas 

 

Ciro Dresch Martinhago 

 

17

anormais do que descartar embriões. Além disso, em paises que 

possuem leis ultra-conservadoras como a Alemanha e o Chile, a biópsia 

embrionária não é permitida, sendo a biópsia de CP o único meio de se 

estudar geneticamente esses embriões. A segunda vantagem é que 

alguns autores pregam que na biópsia embrionária pode haver alguma 

lesão para o desenvolvimento embrionário, conseqüentemente diminuindo 

o sucesso da taxa de fertilização, clivagem ou formação de blastocisto, o 

que não aconteceria se a biópsia fosse de corpúsculo polar (Verlinsky e 

Kuliev, 1993). Por ultimo, se considerar que 30% dos embriões são 

mosaicos e se remover um único blastômero para analise, 

aproximadamente 5% dos casos haveria um falso diagnóstico normal.  

Contudo, a biópsia de CP também possui suas 

desvantagens. A primeira delas é o numero de sinais do FISH. Usando 

sondas específicas para cada cromossomo, aparecem dois sinais, um 

sinal por cromatina. Isso não seria problema se a pré-divisão das 

cromátides não acontecer, porém, isso frequentemente pode ocorrer 

(Sandalinas et al., 2002), assim, um sinal de uma cromátide pode 

confundir com um sinal de um cromossomo se os dois sinais estiverem 

sobrepostos. Além disso, a pré-divisão parece aumentar artificialmente 

em ambos os corpúsculos polares e no óvulo com o aumento do tempo 

em cultura (Munné et al., 1995; Dailey et al., 1996). Outra desvantagem 

da biópsia de CP é a perda artificial dos cromossomos durante a fixação 

ou a falta de penetração da sonda em algumas formas da cromátide 
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(Verlinsky e Kuliev, 1996; Rosenbusch et al., 2001). Por último, uma das 

maiores desvantagens do diagnóstico pré-inseminação das aneuploidias 

é que as aneuploidias e aberrações cromossômicas herdadas 

paternalmente ocorrem na fase pós-zigótica, como a poliploidia, haploidia 

e alguns mosaicos, e portanto, não podem ser diagnosticadas. 

No entanto, atualmente a análise embrionária através da 

biópsia do CP é utilizada quase que exclusivamente por um grupo, a 

vasta maioria dos centros que realizam PGD no mundo utilizam a biópsia 

embrionária na sua rotina (Thornhill e Snow, 2002). 

 

Análise embrionária de alterações cromossômicas 

Para a o diagnóstico de anormalidades cromossômicas, o 

método ideal seria a análise através de cariótipo, onde se visualiza todos 

os cromossomos e seus segmentos, mas se obter um cariótipo de 

embriões antes da implantação é muito difícil e problemático. Portanto, o 

método de escolha é a hibridização in situ com fluorescência em células 

interfásicas (FISH – fluorescent in situ hybidization). Nessa técnica, a 

sonda de DNA é diretamente marcada pela incorporação de um precursor 

de nucleotídeo marcado com fluorescência. Pode-se estudar praticamente 

qualquer fragmento cromossômico, cada um com uma coloração 

diferente. Portanto, a FISH usa sondas específicas de DNA fluorescentes 

que se liga a regiões cromossômicas especificas. A análise é feita através 
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da visualização dos sinais que apresentam colorações diferentes sob um 

microscópio de fluorescência. A coloração diferente de cada sinal é 

possível através de filtros com comprimento de onda apropriados para 

cada fluoróforo incorporado a cada sonda (red, green, blue, yellow, aqua 

e DAPI). Podem-se usar sondas de FISH para os cromossomos sexuais 

em casos de doenças ligadas ao cromossomo X (ligadas ao sexo), dos 

autossomos em casos de translocação ou trissomias, ou ambas ao 

mesmo tempo para diagnosticar as aneuploidias mais comuns 

encontradas em abortamento como dos cromossomos X, Y, 13, 14, 15, 

16, 18, 21 e 22 (Gianaroli et al., 1999 e 2005) (Figura 1). Esse tipo de 

triagem é recomendado principalmente para casais que respondem mal a 

FIV ou com aborto de repetição sem causa aparente e idade materna 

reprodutiva avançada (Verlinsky et al., 2005; Munné, 2006). Em estudo 

realizado recentemente, mostra que o índice de embriões com alterações 

cromossômicas em casais com abortamento de repetição é bem maior 

que em casais controles, 70,7% e 45,1% respectivamente (Rubio et al., 

2003), conseqüentemente justificando o uso do PGD/PGS em casais com 

aborto de repetição. Se considerarmos as aneuploidias viáveis, ou seja, 

ao nascimento, usando as sondas X,Y, 13, 18 e 21, elimina-se 95% dos 

casos (Harper e Wells, 1999). 
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Figura 1 – Analise de um blastômero por FISH, evidenciando uma 

trissomia do cromossomo 21 (cromossomo X (azul); Y (branco); 13 

(amarelo); 16 (verde); 18 (rosa) e 21(vermelho). (Munné e Cohen, 1998) 

 

Portadores de translocação cromossômica 

A freqüência de translocação cromossômica é 

significantemente maior em casais inférteis (0,6%) se compararmos com a 

população geral (0,2%) (Hook e Hamerton, 1977). Essa incidência é ainda 

maior em casais com história de múltiplas falhas em FIV ou abortos 

recorrentes (3,2% e 9,2% respectivamente) (Stem et al., 1999). Nos 

últimos anos, o PGD é oferecido para portadores de translocação 

cromossômica com o intuito de aumentar os resultados de fertilização 
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através da transferência de embriões cromossomicamente normais ou 

balanceados. 

Portadores de translocação cromossômica produzem uma 

alta proporção de gametas geneticamente anormais e consequentemente 

apresentam um alto risco de aborto espontâneo, falha de implantação 

embrionária ou gerar filhos cromossomicamente alterados. Estudos com 

gametas de indivíduos portadores de translocação revelam uma alta 

freqüência de anormalidades cromossômicas em espermatozóide. A 

freqüência dessas anormalidades pode ir de 4 a 40% em casos de 

translocação robertsoniana e 47 a 51% nas translocações recíprocas 

(Egozcue et al., 2000).  

A Tabela 2 mostra dados de recente estudo onde foram 

analisados embriões de 28 portadores de translocação robertsoniana ou 

recíproca os quais foram submetidos a 43 ciclos de PGD. Foram 

avaliados 172 embriões usando-se as sondas para as translocações 

específicas, desse total 166 foram analisados perante os cromossomos 

13, 16, 18, 21 e 22, e 107 para os cromossomos sexuais. No caso de 

portadores da translocação Robertsoniana a proporção de embriões com 

anormalidades devido à translocação foi de 21%, envolvendo as 

aneuploidias comuns contribuíram com 31% do total das anormalidades, 

ao passo que um restante de 36% dos embriões tiveram anormalidades 

envolvendo os dois tipos de alteração. Já a mesma análise embrionária 

no grupo de translocação recíproca, obteve 65% dos embriões com 
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alteração para os cromossomos translocados, apenas 6% envolvendo as 

aneuploidias comuns, e 16% dos embriões eram portadores de ambas as 

anormalidades. Com esses resultados os autores postularam que deve 

haver um efeito intercromossômico que envolve os outros cromossomos 

além dos envolvidos na translocação no caso dos portadores de 

translocação Robertsoniana. Portanto, no caso de PGD para 

translocações Robertsonianas é plenamente justificável o uso das sondas 

para as aneuploidias mais comuns além das sondas utilizadas para a 

translocação (Gianaroli et al., 2002). 

 

Tabela 2 – Anormalidades cromossômicas em embriões gerados por 

portadores de translocação Robertsoniana (Rob) ou recíproca (Rec) 

(Adaptado de Gianaroli et al., 2002) 
 

 Rob (%) Rec (%) 

N° de embriões diagnosticados 111 61 

N° de FISH anormais  85 (77) 54 (89) 

    Relacionados à translocação 18 (21)a 35 (65)a 

    Qualquer anormalidade (translocação+aneuploidia) 31 (36)b 9 (16)b 

    Alterações não relacionadas à translocação 26 (31)c 3 (6)c 

Haploidia/poliploidia 10 (12) 7 (13) 

 

acP < 0,001 /  bP < 0,025 
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Análise embrionária de mutações gênicas 

A técnica de FISH é a mais utilizada para sexagem de 

embriões humanos nos laboratórios em todo o mundo. Nesse sentido, 

quando há necessidade de selecionar embriões pelo sexo pelo fato de um 

dos genitores possuírem uma desordem genética ligada ao cromossomo 

X, utiliza-se a FISH, pois além da seleção pelo sexo, a técnica também é 

capaz de detectar aneuploidias dos cromossomos sexuais bem como de 

outros cromossomos (13,16,18 e 21) (Munné et al., 1993, 1998; Staessen 

et al., 1999). Porém, a FISH apenas detecta a presença dos 

cromossomos sexuais, não podendo detectar a descriminação alélica 

gênica em casos de embriões do sexo masculinos normais ou femininos 

portadores. Além disso, quando a desordem herdada é de caráter gênico 

que é o caso das doenças monogênicas, a técnica de FISH não pode ser 

utilizada.  

A principal alternativa para o PGD de doenças 

monogênicas é a PCR, pois é um método in vitro rápido e versátil para a 

amplificação de seqüências-alvo de DNA pré-definidas presentes em uma 

amostra de DNA. Geralmente, o método é programado para permitir a 

amplificação seletiva de uma(s) seqüência(s)-alvo de DNA específica(s) a 

partir de uma coleção heterogênea de seqüências de DNA (p.ex. DNA 

genômico total ou uma população complexa de cDNA). Para permitir tal 

amplificação seletiva, alguma informação prévia a respeito das 

seqüências-alvo é necessária. Essa informação é utilizada para desenhar 
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dois oligonucleotídeos iniciadores (primers ou amplificadores), os quais 

são específicos para a seqüência-alvo e apresentam, com freqüência, 

cerca de 15 a 25 nucleotídeos de extensão.  

Após os primers terem sido adicionados ao DNA-molde 

desnaturado, eles se ligam especificamente às seqüências de DNA 

complementares ao seu sítio-alvo. Na presença de uma DNA-polimerase 

termoestável apropriada e de precursores de DNA (os quatro 

desoxirribonucleosídeos trifosfatos, dATP, dCTP, dGTP e dTTP), eles 

iniciam a síntese de novas fitas de DNA, que são complementares a cada 

uma das fitas de DNA do segmento-alvo de DNA e que irão se sobrepor. 

A PCR é uma reação em cadeia porque as fitas de DNA, 

recentemente sintetizadas, irão atuar como moldes para mais uma síntese 

de DNA nos ciclos subseqüentes. Após cerca de 25 ciclos de síntese de 

DNA, os produtos da PCR irão incluir, além do DNA que iniciou a reação, 

cerca de 105 cópias da seqüência-alvo específica, uma quantidade que é 

facilmente visualizada como uma banda distinta de tamanho específico 

quando submetida à eletroforese em gel de agarose ou outro método de 

detecção.  

Através da PCR podem-se amplificar seqüências a partir 

de quantidades ínfimas de DNA, e até mesmo em uma única célula 

haplóide (n), como os gametas (Li et al., 1988). Tal sensibilidade tem 

fornecido novos métodos para o estudo da origem molecular de doenças 

e tem encontrado numerosas aplicações na ciência forense, no 
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diagnóstico, na análise de ligações genéticas, e nos estudos 

paleontológicos moleculares, em que as amostras podem conter um 

número insignificante de células. A PCR pode identificar uma (singleplex) 

ou mais seqüência de DNA (multiplex) ao mesmo tempo. Já existe 

descrição na literatura de detecção de mais de 100 mutações ao mesmo 

tempo usando PCR multiplex em conjunto com outras metodologias 

(Shuber et al., 1997). Em célula única a análise de múltiplos loci é 

complicada pela presença de mínima quantidade de DNA. No entanto, 

com auxilio de uma técnica chamada whole-genome amplification (WGA) 

a qual utiliza oligos degenerados (seqüências aleatórias de DNA) e 

amplifica o DNA genômico em pelo menos 30 vezes, já foi possível 

analisar em um único blastômero as duas mutações mais comuns para a 

doença de Tay-Sachs (exon11/intron 12) , Hemofilia A (exon 11/ inton 12), 

o polimorfismo do gene responsável pela Hemofilia A (FVlll – intron 18), a 

mutação mais comum para Fibrose Cistica (∆F-508), além do gene 

ZFX/ZFY que informa o sexo em caso de doenças ligadas ao 

cromossomo X (Snabes et al., 1994). 

Existem várias estratégias baseadas em teste de PCR 

que podem ser utilizadas no PGD. Através dessas estratégias já foram 

descritos PGD de dezenas de doenças monogênicas, e hoje teoricamente 

é possível realizar o PGD para qualquer doença gênica, a qual se saiba 

que mutação a causou (Tabela 3). Uma das estratégias mais promissoras 

é a PCR multiplex fluorescente-quantitativa (QF-PCR). Através da QF-
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PCR podem-se detectar defeitos gênicos, a presença do cromossomo X e 

Y, como também as aneuploidias mais comuns (cromossomos 13, 18, 

21). O método utiliza a identificação do numero de cromossomos através 

de marcadores STR (Short tandem repeat), os quais vão evidenciar três 

alelos (trissomia tri-alélica) ou quantificar os dois alelos nos casos de 

trissomias di-alélica (Figura 2). O principio para a quantificação é que 

teoricamente na fase exponencial da PCR, a quantidade produzida é 

proporcional à quantidade inicial (Ferre, 1992). Esse conceito é 

fundamental para o desenvolvimento de todos os métodos de PCR 

quantitativa na atualidade. Após a amplificação do DNA realizada em 

poucos ciclos, o produto é analisado através de um capilar de eletroforese 

que em conjunto com um laser detecta e quantifica esse produto 

amplificado. Por meio desse método de detecção do produto da PCR, 

pode-se aumentar a sensibilidade do método em mil vezes se comparar 

com a detecção por brometo de etídio que é o método mais utilizado 

(Thornhill e Snow, 2002). 
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Tabela 3 – Doenças monogênicas que já foi realizado PGD 

 
Achondroplasia Hurler Syndrome (Mucopolysaccharidosis I) 
Adenosine Aminohydrolase (ADA) Deficiency Hydrocephalus, X-Linked (L1CAM)  
Adrenoleukodystrophy (X-Linked ALD)  Hoyeraal-Hreidarsson Syndrome (HHS) 
Alpha 1 Antitrypsin Deficiency Hypophosphatasia (Infantile) 
Alpha-L-Iduronidase (IDUA) Immunodeficiency with Hyper-IgM, Type 1 
Alport Syndrome (X-Linked) Incontinentia Pigmenti (IP) 
Angioedema, Hereditary Krabbe Disease 
Ataxia-Telangiectasia (AT) Leukoencephalopathy with Vanishing White Matter 
Basal Cell Nevus Syndrome (Gorlin Syndrome)  Li-Fraumeni Syndrome (Mutations in p53 Gene) 
Blepharophimosis, Ptosis, and Epicanthus Inversus  Long-Chain Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase  
Blood Group - Kell Cellano System Marfan Syndrome 
Brain Tumor, Posterior Fossa of Infancy, Familial Metachromatic Luekodystropy 
Ceriod Lipofuscinosis, Neuronal 2. LAE Infantile. CLN2 (Batten 

Disease) 
5,10-@Methylenetetrahydrofolate Reductase 

(MTHFR) 
Charcot-Marie-Tooth Disease Type 1A (CMT1A) Mucopolysaccharidosis, Type 2 
Charcot-Marie-Tooth Disease Type 1B (CMT1B) Multiple Endocrine Neoplasia, Type 1 
Charcot-Marie-Tooth Disease, Axonal, Type 2E Muscular Dystrophy, Duchenne Type (DMD) 
Charcot-Marie-Tooth Disease, 1 (CMTX1) Muscular Dystrophy, Becker Type (BMD) 
Choroideremia (CHM) Myotonic Dystrophy (DM1) 
Citrullinemia, Classic Myotubular Myopathy 1 
Colon Cancer, Familial Nonpolyposis, Type1 Neurofibromatosis, Type 1 
Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) Neurofibromatosis, Type 2 
Crouzon Syndrome (Craniofacial Dysostosis) Norrie Disease 
Currarino Triad Oculocutaneous Albinism, Type 1 
Cystic Fibrosis (CF) Oculocutaneous Albinism, Type 2 
Cystinosin (CTNS) Omenn Syndrome 
Darier-White Disease (DAR) Optic Atrophy 
Diamond-Blackfan Anemia (RPS19) Ornithine Carbamoyltransferase (OTC) Deficiency 
Dyskeratosis Congenita, X-Linked Osteogenesis Imperfecta (Col1A1,Col1A2) 
Dystonia Torsion (DYT1) Osteopetrosis, Malignant, Autosomal Recessive  
Early-Onset Familal Alzheimer Disease  Pelizaes-Merzbacher Disease 
Ectodermal Dysplasia 1, Anhidrotic (ED1)  Phenylketonuria 
Ectodermal Dysplasia 3, Anhidrotic  Polycystic Kidney Disease Autosomal Dominant, 1  
Emery-Dreifuss Muscular Dystropy, AD (EDMD3) Polycystic Kidney Disease Autosomal Dominant, 1 
Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy, AR (EDMD3)  Polycystic Kidney Disease Autosomal Recessive 
Epidermolysis Bullosa Dystrophica, Pasini Popliteal Pterygium Syndrome 
Epiphyseal Dysplasia, Multiple, 1 (EDM1) Proprionic Acidemia 
Exostoses, Multiple, Type 1  Retinitis Pigmentosa 
Exudative Vitreoretinopathy, Familial, AD Retinoblastoma (RB1) 
Fabry Disease Rett Syndrome 
Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy  Sandhoff Disease 
Familial Adenomatosis Polyposis Sickle Cell Anemia 
Familial Dysautonomia (Riley-Day Syndrome, DYS) Spinal Muscular Atrophy (SMA) 
Fanconi Anemia A (and HLA) Spinocerebellar Ataxia, Type 1 
Fanconi Anemia C (and HLA) Spinocerebellar Ataxia, Type 2 
Fragile-X A Syndromes (FMR1) Spinocerebellar Ataxia, Type 3, (MJD) 
Fragile-X E Syndromes Spinocerebellar Ataxia, Type 6 
Friederich Ataxia 1 (FRDA) Succinic Semialdehyde Dehydrogenase Deficiency 
Galactosemia Symphalangism Proximal (SYM1) 
Gaucher Disease, Type 1  Tay-Sachs Disease (TSD) 
Glycogen Storage Disease, Type VI Thalassemia Alpha 
Hemophilia A Thalassemia Beta 
Hemophilia B Treacher Collins Syndrome 
HLA Matching Genotyping Tuberous Sclerosis, Type 1 
HLA + Diamond-Blackfan Anemia (DBA) Tuberous Sclerosis, Type 2 
Holoprosencephaly Von Hippel-Lindau Syndrome (VHL) 
Hunter Syndrome (Mucopolysaccharidosis II) Wiscott Aldrich Syndrome 
Huntington Chorea Zellweger Syndrome 
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Figura 2 – Análise de blastômero através de PCR fluorescente 

quantitativa (QF-PCR) 

Note a relação de 2:1 no marcador do cromossomo 21(em azul) evidenciando uma 
trissomia di-alélica; pode-se visualizar também a relação 1:1 do marcador do 
cromossomo X (X22) o que diagnostica um blastômero do sexo feminino sem 
aneuploidia do cromossomo X (Sato et al. 2003). 
 

Eficiência de amplificação, amplificação preferencial e falha de 

amplificação alélica 

A eficiência de amplificação a nível de célula única é um 

grande obstáculo para o PGD, pois a quantidade limitada de DNA 

(~6,6pg) em uma célula diplóide leva a problemas como falha de 

amplificação, amplificação alélica preferencial, falha de amplificação 

alélica (ADO- allele drop-out) em casos de heterozigose. Além disso, 

problemas durante o delicado processo de isolamento da célula podem 

advir como perda da célula no transporte até o micro-tubo de PCR. 
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Fatores intrínsecos como células degeneradas ou anucleadas 

concomitantemente DNA degenerado ou ausente, são os fatores mais 

abstrusos de se controlar. Alem disso, blastômeros provenientes de 

embriões de baixa qualidade estão relacionados com amplificação pobre, 

enquanto que os embriões de alta qualidade geram boa eficiência de 

amplificação, desse modo, a importância da escolha do blastômero no 

momento da biópsia é fundamental (Cui e Matthews, 1996). Após 

transferir a célula com sucesso para o micro-tubo de PCR, o protocolo de 

lise celular torna-se um fator importante. Embora existam vários 

protocolos consistentes para lise de célula única (Proteinase K, solução 

alcalina, congelamento e descongelamento, etc..), não existe um 

consenso de qual deles é melhor, depende da pratica do laboratório e o 

que vai se fazer sucessivamente após a lise (Harper et al., ESHRE PGD 

Consortium data collection V 2006; Thornhill e Snow, 2002). 

A ADO é um fenômeno que ocorre na reação de célula 

única ou mínima quantidade de DNA, onde apenas um dos dois alelos 

amplifica (Ray et al., 1994; Findlay et al., 1995). Isso pode não alterar o 

resultado em casos onde os dois alelos são iguais (homozigoto), porém 

pode ter resultados catastróficos em heterozigotos, onde os dois alelos 

são diferentes. A ADO pode ocorrer tanto com blastômero como 

corpúsculo polar, e apesar de haver discordância, há autores que referem 

uma porcentagem menor de ADO em corpúsculo polar (Rechitsky et al., 

1998). 
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Existem várias teorias para explicar a origem da ADO, 

que pode estar relacionado com DNA degenerado, permitindo quebras 

em ambas as fitas. Outra possibilidade é que a ADO resulte de 

inacessibilidade ao DNA devido a condições imperfeitas de lise celular 

(Piyamongkol et al., 2003). Métodos para aumentar a eficiência de 

amplificação ou minimizar o efeito da ADO têm sido propostos, e incluem 

a PCR altamente sensíveis como a PCR fluorescente (Findlay et al., 

1995), aumento da temperatura de denaturação da PCR (Ray e 

Handyside, 1996) e o uso de solução de lise apropriada (El-Hashemite e 

Delhanty, 1997; Thornhill et al., 2001). Porém, nenhuma dessas medidas 

elimina consistentemente a ADO, e os laboratórios de PGD mais 

experientes conseguem reduzir a taxa de ADO para 5-15%. No entanto, 

altas taxas de ADO não são incomuns e em alguns casos afeta mais de 

40% das amplificações, comprometendo severamente o resultado das 

reações (Piyamongkol et al., 2003). 

 

Mosaicismo embrionário 

O mosaicismo refere-se à presença de duas ou mais 

linhagens celulares em uma pessoa ou amostra de tecido. A alta 

freqüência de mosaicismo encontrada após a analise de embriões através 

da técnica de FISH restrita a um pequeno número de cromossomo é 

assunto de crítica, e visto como um artefato da técnica. No entanto, altas 

taxas de mosaicismo também têm sido encontradas através de outras 
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técnicas como PRINS (Pellestor, 1996) e cariótipo (Almeida e Bolton, 

1996). Mas também é evidente que os estudos de mosaicismo não são 

ideais, uma vez que para se calcular a taxa de mosaicismo verdadeira, 

todas as células do embrião devem ser estudadas. O inicio do 

mosaicismo no desenvolvimento embrionário pode ser determinado, como 

todos os blastômeros de um embrião monospérmico são anormais, uma 

vez que a anormalidade ocorreu durante a primeira divisão celular. 

Quando a metade ou um quarto dos blastômeros são anormais, o 

mosaicismo surgiu na segunda ou terceira divisão celular respectivamente 

(Munné et al., 1994). Impressionante diferença no mecanismo e inicio do 

mosaicismo ocorre quando comparamos a haploidia em embriões 

monoespemicos com diespermicos. Embriões mosaicos poliplóides e 

haplóides são usualmente gerados na segunda divisão celular em diante. 

Os resultados sugerem que em embriões diplóides, a singamia pronuclear 

usualmente ocorre corretamente, uma vez que o mosaicismo é gerado de 

aberrações mitóticas. 

Os tipos de mosaicismo encontrados no estágio de 

clivagem embrionária são mais diversos que aqueles observados em 

abortos espontâneos, provavelmente porque alguns desses embriões são 

incompatíveis com a implantação (Sandalinas et al., 2001). Uma 

classificação sugerida para o mosaicismo é através da ploidia (mosaico 

haplóide, diplóide ou poliplóide), e de acordo com o mecanismo (não 

disjunção, endo-reduplicação, mosaicos caóticos, diplóides ou outra 
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haploidia). Outro modo de classificação sugerido é distinguir embriões 

mosaicos de acordo com sua origem (mosaico, não disjunção, 2n/4n) e os 

caóticos não são classificados como mosaicos (Harper et al., 1995; 

Harper e Delhanty, 1996). Os tipos de mosaicismo mudam com o 

desenvolvimento embrionário, pré-embriões diplóides/tetraplóides iniciam 

seu desenvolvimento normalmente e se tornam embriões, já as formas 

poliplóides são comuns em pré-embriões usualmente descartados 

(Sandalinas et al., 2001; Bielanska et al., 2002). Enquanto a aneuploidia é 

significantemente encontrada em maior freqüência com o avanço da 

idade tanto em óvulos como em embriões, para o mosaicismo a idade 

avançada não parece ser um fator de risco. No entanto, Munné et al., 

(2002) reportaram que a média da idade materna de embriões mosaicos 

causados por não disjunção mitótica era substancialmente maior que para 

embriões normais ou outro tipo de mosaico embrionário. 

Apesar de ainda não ter sido comprovado em laboratório, 

tem-se sugerido repetitivamente que as células anormais entre o mosaico 

possuem um menor potencial de desenvolvimento que a linhagem normal, 

e usualmente terminam o seu desenvolvimento no trofoectoderma. Os 

mosaicos com linhagem diplóide/tetraplóide podem representar um 

processo de desenvolvimento habitual, indo até o estágio da formação de 

trofoblasto. Núcleos poliplóides foram descritos em vários estudos de 

mamíferos inclusive em blastocisto humano (Benkhalifa et al., 1993; 

Clouston et al., 1997; Sandalinas et al., 2001; Bielanska et al., 2002). A 
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produção experimental de embriões de ratos com linhagem 

diplóide/tetraplóide sugere que existe um mecanismo para excluir células 

cromossomicamente anormais da linhagem exodérmica primitiva (James 

e West, 1994). Algumas células tetraplóides podem ser incorporadas na 

massa celular interna, porém elas não contribuem para a formação do 

feto. Contudo, em estudos recentes, foi observado que a alta proporção 

de poliploidia celular pode ser prejudicial para o desenvolvimento 

embrionário até o estágio de blastocisto (Sandalinas et al., 2001).  

Diferentemente de células poliplóides e multinucleadas, 

as células aneuplóides experimentalmente combinadas com células 

diplóides normais em embriões de ratos podem formar embriões 

mosaicos e são capazes de participar da embriogênese e contribuir para 

estágios de pós-implantação, e portanto, formar uma prole viável (Epstein 

et al., 1982; Dyban e Baranov, 1987). Já recentes estudos em embriões 

humanos não evidenciam a seleção euplóide para massa celular interna 

(Evsikov e Verlinski, 1998). 

Os fatores suspeitos de contribuir para a formação do 

mosaicismo são diversos e ainda pouco investigados. O mosaicismo pode 

ser causado por um numero anormal de centríolos, centríolos defeituosos, 

ou baixa oxigenação folicular (Palermo et al., 1994; Sathananthan et al., 

1996; Van Blerkom et al., 1997). Embriões com uma fração pequena de 

células anormais podem na verdade ser produzidos mais por condições 

de cultura que gametas anormais. Por exemplo, uma pequena queda na 
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temperatura pode afetar a citocinese, resultando em embriões 

diplóides/poliplóides ou com blastômeros multinucleados. Embriões de 

diferentes laboratórios cultivados sob diferentes condições e diferentes 

protocolos de estimulação podem ter diversas taxas de mosaicismo, por 

isso, estudos mais informativos são necessários (Munné et al., 1997).  

A grande maioria dos estudos realizados em embriões no 

estágio de clivagem indica uma taxa de mosaicismo de 30% (Delhanty et 

al., 1993, 1997; Munné et al., 1994, 1995; Munné e Cohen, 1998; 

Márquez et al., 2000). Dependendo da definição, o mosaicismo pode 

variar bastante, e dependendo do tipo de mosaico o risco para um 

diagnóstico errôneo também. Em um recente estudo, onde foram 

analisados 1.903 embriões descartados, evidenciou que 29% dos 

embriões possuíam mosaicismo para pelo menos cinco cromossomos. O 

tipo de mosaicismo mais comum foi do tipo caótico (48%), 

diplóide/poliplóide (26%), e causados por não disjunção mitótica (25%). Já 

o número de células anormais por embrião estendeu de uma média de 

44% em diplóides/poliplóides para 84% em mosaicos caóticos (Munné et 

al., 2002) 

Os mosaicos podem ser classificados como “benigno” se 

tiver 1-2 células anormais em um embrião de 8 células, ou “prejudicial” se 

apresentar 3 ou mais células anormais. Dessa maneira, o mosaicismo 

pode produzir dois diferentes tipos de erros no PGD, dependendo de sua 

gravidade. O primeiro tipo de erro diagnóstico é considerar um embrião 



Capítulo I Diagnóstico genético pré-implantacional: conceitos, realidades e perspectivas 

 

Ciro Dresch Martinhago 

 

35

com mosaicismo “prejudicial” como normal, que pode ocorrer em 4,3% 

dos diagnósticos. Esse tipo de mosaicismo é produzido na maioria das 

vezes por mosaicos caóticos ou aneuploidias mitóticas. O segundo tipo de 

erro diagnóstico é resultar como anormal um mosaico “benigno”, o qual 

pode acontecer em 1,3% dos diagnósticos, e é produzido por 

classificação erronia de um mosaico “benigno” 2n/Pol como anormal. Em 

conclusão, a taxa de erro produzida pelo PGD através de mosaicismo é 

de 5,6% (Munné et al., 2002) (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Risco de erro diagnóstico em PGD devido ao mosaicismo 

1903 embriões analisados ao menos por 5 sondas (X,Y, 13,18 e 21) 
 

Risco de classificar um embrião anormal como normal: 
 Freqüência Geral

(A) 
% céls. normais 

(B) 
Risco de erro

(AxB) 

2n/Pol 
(prejudicial) 

3,7% 34,8%  1,3% 

Caótico 
(prejudicial) 

12,7% 9,8% 1,2% 

“Split” 
(prejudicial) 

0,3% 29,8% 0,1% 

Aneupl. Mitótica 6,6% 24,2% 1,6% 

Aneupl. Mitótica e 
meiótica 

0,6% 12,2% 0,1% 

TOTAL 23,9% 18,0% 4,3% 

 
Risco de classificar um embrião praticamente normal como anormal: 
 Freqüência Geral

(A) 
% céls. normais 

(B) 
Risco de erro

(AxB) 

2n/Pol (benigno) 3,9% 23,1% 0,9% 

Caótico (benigno) 1,3% 24,9% 0,3% 

“Split” (benigno) 0,2% 26,7% 0,1% 

TOTAL 5,3% 23,6% 1,3% 
 
Taxa total de erro devido ao mosaicismo: 5,6% 

 
Dados retirados e adaptados: Munné et al. (2002) 
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O caminho elegível para se estudar o erro diagnóstico do 

PGD é através do estudo dos embriões não transferidos. Através desse 

estudo se confirma com precisão os erros diagnósticos além de 

estabelecer se houve ou não um mosaicismo. Uma taxa geral de erro 

diagnóstico em PGD é descrita como 7,2%, da qual 5,6% é atribuída ao 

mosaicismo (Munné et al., 2002) 

Na verdade o que mais preocupa no mosaicismo são os 

casos que possuem um potencial de nascimento. Vários estudos 

descrevem que a freqüência de mosaicos diplóides/aneuplóides na fase 

de blastocisto é baixa (10%) com uma média de 5 células aneuplóides por 

blastocisto (Evsikov e Verlinsky, 1998; Ruangvutilert et al., 2000; 

Bielanska et al., 2002). Além disso, embriões mosaicos com uma alta taxa 

de células anormais raramente chegam à fase de blastocisto. 

 

Discussão 

O benefício que o PGD trouxe principalmente para casais 

com risco reprodutivo durante a ultima década é indiscutível. Há pouco 

tempo atrás, o aconselhamento genético para casais portadores de uma 

desordem genética se resumia na porcentagem de transmissão da 

doença para sua prole e qual seria o método de detecção pré-natal para o 

diagnóstico de uma gestação já estabelecida. Através dessas 

informações, o casal decidia se realmente correria o risco de estabelecer 
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uma gestação perante a chance de conceber uma criança afetada, seja 

por problemas físicos ou mentais. Como se já não fosse suficiente a 

angústia inicial da decisão da concepção, uma vez a gestação 

estabelecida, o casal deveria decidir se iria realizar o exame pré-natal 

para saber se o feto é portador da desordem, ou apenas deixar que a 

gestação evolua normalmente. Caso a opção fosse o diagnóstico pré-

natal, a segunda ou talvez a maior dúvida seria se o resultado for positivo 

para doença, o que se fazer com a gestação em andamento. Se 

considerarmos a legislação Brasileira atual, a única opção do casal é levar 

a gestação até o final mesmo que a desordem genética seja letal, como é 

o casso da trissomia do cromossomo 18 (Síndrome de Edwards), que 

50% morrem durante a primeira semana de vida, e a grande maioria 

remanescente falece antes de um ano de idade (Jones, 2006). Apenas 5 

a 10% sobrevivem após os doze meses porém, com retardo mental grave 

necessitando de auxilio para qualquer atividade diária. Alem disso, o 

diagnóstico pré-natal sempre envolve a possibilidade de uma complicação 

durante o procedimento. Seja através da coleta de vilosidade coriônica, 

líquido amniótico ou sangue do cordão umbilical, todos são 

procedimentos invasivos e que geram o risco de 0,5% a 2% de 

abortamento ou outras complicações com infecção ou descolamento de 

placenta.  Porém, em casos especiais como anencefalia, pode-se pedir 

recurso judicial para o término da gestação. 
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Além de auxiliar casais com risco genético para sua prole, 

o PGD também ajuda a medicina reprodutiva a ter melhores resultados 

durante a FIV. Pressupondo que mais da metade dos embriões possuem 

uma anormalidade cromossômica e que essa é a maior responsável pela 

falha de implantação ou abortamento precoce, é injustificável não oferecer 

o PGD para casais que vão se submeter à FIV com história de falha de 

repetição, aborto recorrente ou idade materna reprodutiva avançada. 

Obviamente, todo procedimento em medicina apresenta 

suas vantagens e desvantagens. A principal desvantagem do PGD além 

de uma possível complicação durante o procedimento da FIV em si, é o 

alto preço da técnica. O PGD é uma recente metodologia que envolve 

tecnologia de ponta e que consequentemente no Brasil a maioria do 

material é importado. Portanto, o desenvolvimento de técnicas 

financeiramente mais acessíveis à população em geral, poderia beneficiar 

casais independente do seu poder aquisitivo ou classe social.  

 

Conclusão 

O PGD é o único teste capaz de diagnosticar desordens 

genéticas de um embrião antes da concepção da gestação. Assim sendo, 

além de melhorar os resultados da FIV, também auxilia casais com risco 

reprodutivo a vir a ter filhos livres da doença. Os testes de PGD 

atualmente focam-se em duas metodologias principais: hibridização in situ 
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com fluorescência ou FISH (fluorescent in situ hybidization) e reação em 

cadeia da polimerase ou PCR (polymerase chain reaction). Em regra 

geral, a FISH é aplicada para analise de alterações cromossômicas, e a 

PCR para alterações gênicas. Até o momento, foram realizados mais de 

3.500 casos de PGD em todo o mundo, resultando em mais de 500 

gestações saudáveis (Wells e Levy, 2003; ESHRE, 2002), apesar de 

haver aproximadamente 2.400 ciclos publicados na literatura. O PGD já 

foi usado com sucesso em mais de 30 doenças monogênicas (Wells e 

Delhanty, 2001), e também para a detecção de desbalanço cromossômico 

em famílias portadoras de rearranjos como as translocações 

cromossômicas (Munné e Wells, 2002; Munné et al., 1998b e 2000; Conn 

et al., 1998). 
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Resumo 

Introdução: atualmente, sabe-se que os genes no 

cromossomo X são responsáveis por pelo menos 250 doenças 

hereditárias. Após a fertilização in vitro (FIV), a simples seleção do sexo 

de embriões antes da transferência uterina, pode evitar prole afetada em 

casais sob risco dessas desordens genéticas.  

Objetivos: desenvolver um método de diagnóstico pré-

implantacional (PGD) pela técnica de PCR em tempo real para sexagem 

de embriões humanos e compará-lo com a técnica de FISH considerada 

padrão ouro. 

Materiais e Métodos: após a biópsia de 40 embriões 

excedentes e não viáveis para a transferência, um total de 98 blastômeros 

foram analisados durante o projeto, sendo que foi possível analisar por 

ambas as técnicas 24 embriões (60%), gerando um total de 70 

blastômeros (35 por técnica), e 28 blastômeros de 16 embriões (40%) 

foram analisados apenas pela PCR em tempo real. 

Resultados: quando comparada à técnica de FISH que 

obteve um índice de 80,00% (28/35), a PCR em tempo real obteve 74,3 % 

(26/35). Não houve discrepância entre os resultados das duas técnicas 

quando comparados.  
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Conclusão: através desse trabalho, foi desenvolvido um 

método rápido e seguro para o diagnóstico sexual em célula única 

humana (bucal e blastômero), por uma tecnologia emergente chamada 

PCR em tempo real. 
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Summary 

Introduction: genes in chromosome X are known to be 

responsible for at least 250 hereditary diseases. After in vitro fertilization 

(IVF), the simple selection of embryo sex before uterine transfer can 

prevent the occurrence of affected offspring among couples at risk for 

these genetic disorders.  

Objectives: to develop a method of preimplantation 

genetic diagnosis (PGD) using real-time PCR for the sexing of human 

embryos and to compare it to the FISH technique, considered to be the 

gold standard. 

Materials and Methods: after biopsies were obtained 

from 40 excess embryos inviable for transfer, a total of 98 blastomeres 

were analyzed during the project. It was possible to analyze 24 embryos 

(60%) by both techniques, generating a total of 70 blastomeres (35 per 

technique), while 28 blastomeres from 16 embryos (40%) were analyzed 

only by real-time PCR. 

Results: compared to the FISH technique, which yielded 

an 80.0% rate (28/35), real-time PCR yielded a 74.3 % rate (26/35). There 

was no discrepancy between the results obtained by the two techniques.  
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Conclusion: a rapid and safe method was developed in 

the present study for the sexual diagnosis of a single human cell (buccal 

cell and blastomere) using an emerging technology called real-time PCR. 
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Introdução 

Antes mesmo do primeiro gene autossômico ser revelado 

(Grupo sanguíneo Duffy) no cromossomo 1 em 1968, já se sabia da 

existência de alguns genes localizados no cromossomo X. As primeiras 

descrições de genes ligados ao cromossomo X são baseadas em 

heredogramas, porque evidenciavam que as doenças não poderiam estar 

em um autossomo pelo fato de haver apenas homens afetados, os quais 

herdavam a doença de mulheres normais. Dentre essas doenças 

incluíam-se a daltonismo, hemofilia e a distrofia muscular de Duchenne. 

Nesse primeiro catálogo de descrições de doenças ligadas ao 

cromossomo X publicadas em 1964, abrangiam 59 desordens que tinham 

forte evidencia de ligação, e 21 as quais possuíam menos evidencias de 

serem ligadas ao sexo (McKusick, 1964).  

Atualmente, sabe-se que os genes no cromossomo X são 

responsáveis por pelo menos 250 doenças hereditárias (X-linked 

diseases, OMIM, 2006), onde a maioria segue a forma recessiva de 

herança e são expressas em 50% dos filhos nascidos de mães que 

carregam um alelo mutado. Adicionalmente, podemos considerar as 

condições relacionadas à infertilidade que são ligadas ao cromossomo Y, 

como no caso das microdeleções (Stouffs et al., 2005). O único método 

capaz de diagnosticar uma doença genética antes de estabelecer uma 

gestação é Diagnóstico genético pré-implantacional (PGD). Através de 
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hibridização in situ fluorescente (Fluorescent in-situ hybridization – FISH) 

com sondas para os cromossomos X, Y e outra autossômica, hoje é a 

técnica de PGD mais usada para sexagem de embriões (Harper et al., 

2006), pois possui principalmente a vantagem de detectar as aneuploidias 

dos cromossomos sexuais. No entanto, a eficiência dessa técnica é 

altamente dependente da habilidade técnica e experiência do laboratório 

envolvido. A fixação pobre dos blastômeros e falta de um rigoroso 

controle na contagem dos sinais, podem reduzir a confiabilidade da 

técnica de FISH (Munné et al., 1998). Adicionalmente, a técnica de FISH 

apenas detecta a presença dos cromossomos sexuais, não podendo 

detectar a descriminação alélica gênica em casos de embriões do sexo 

masculinos normais ou femininos portadores. 

A técnica da reação em cadeia da polimerase 

(Polymerase chain reaction – PCR) é uma alternativa em relação ao FISH 

para detecção dos cromossomos sexuais em célula única. A PCR é um 

método in vitro rápido e versátil para a amplificação de seqüências-alvo 

de DNA pré-definidas, presentes em uma amostra de DNA. A PCR pode 

identificar uma (singleplex) ou mais seqüência de DNA (multiplex) ao 

mesmo tempo. Na verdade a análise de blastômeros por PCR foi o 

primeiro método usado para identificar o sexo dos embriões de casais 

sabidamente com risco de transmitir doenças ligadas ao cromossomo X 

(Handyside et al., 1990). Esse teste envolveu a amplificação de regiões 

altamente repetitivas do cromossomo Y em um único blastômero isolado 



Capítulo II    Identificação do sexo de embriões humanos através da análise de blastômero pelas técnicas da reação 
em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real) e hibridização in situ fluorescente (FISH) 

 

Ciro Dresch Martinhago 

 

62

através de biópsia embrionária. Embriões que não geravam a 

amplificação do produto específico do cromossomo Y eram 

diagnosticados como femininos e então transferidos para o útero, desse 

modo evitava-se o nascimento de possíveis afetados. Muitas meninas já 

nasceram através desse método, porém a descrição de erros diagnósticos 

e conseqüente transferência de embriões do sexo masculino, 

presumivelmente devido à falha de amplificação, ilustra um dos riscos 

dessa estratégia diagnóstica pré-implantacional (Hardy e Handyside, 

1992). Protocolos subseqüentes reduziam o erro diagnóstico através da 

co-amplificação de seqüências “homologas” no cromossomo X como um 

controle interno da reação (Kontogianni et al., 1991). Mesmo assim, altas 

taxas de erros diagnósticos (3-8%) e falha de amplificação (7-20%) 

levaram muitos pesquisadores a abandonar essa técnica em relação à 

FISH ou a outras estratégias de PCR (Pierce et al., 2000). 

Necessitando aumentar a especificidade da técnica de 

PCR, alguns pesquisadores iniciaram a tentativa de amplificar genes que 

apresentam uma única cópia no cromossomo Y,como o gene SRY (sex 

determining region Y), utilizando uma estratégia chamada nested PCR. 

Nessa tática, o produto de uma reação de amplificação inicial é diluído e 

utilizado como fonte de DNA-alvo para uma segunda reação, na qual é 

utilizado um conjunto diferente de primers, correspondendo a seqüências 

localizadas próximas, mas internas àquelas utilizadas na primeira reação. 

Usando essa estratégia, blastômeros masculinos e femininos podem ser 
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distinguidos via amplificação do gene SRY (Cui et al., 1994), do gene 

AMELX/AMELY (amelogenin) (Levinson et al., 1992), e ainda pelo gene 

ZFX/ZFY (zinc finger protein) (Chong et al., 1993). Cópias homologas, 

porém não idênticas, tanto para amelogenina como ZFX/ZFY estão 

localizadas no cromossomo X e Y na região pseudo-autôssomica e 

podem servir como um controle de amplificação utilizando o mesmo par 

de primers. Podem-se distinguir os fragmentos amplificados do 

cromossomo X e Y através de um gel de eletroforese, pois os tamanhos 

dos fragmentos são diferentes. Todavia, a estratégia de nested PCR 

requer um numero maior de ciclagem para amplificação, acrescenta o 

tempo de trabalho e manuseio do material, e conseqüentemente aumenta 

a chance de contaminação do laboratório por produtos de amplificação. 

Progressos adicionais no intuito de melhorar a 

amplificação de genes de cópia única para a identificação sexual foram 

alcançados através do uso de marcação fluorescente de primers (QF-

PCR)(Findlay et al., 1995; Sherlock et al., 1998). Em recente estudo, onde 

os autores compararam a técnica de QF-PCR com a FISH para detecção 

de aneuploidias em blastômeros humanos, foi demonstrada total 

concordância entre as duas técnicas no diagnóstico do sexo dos 

embriões. No entanto, a análise pela técnica de QF-PCR foi alcançada em 

apenas 77% dos blastômeros, enquanto que com a FISH foi de 93%. 

Além do mais, provavelmente devido ao fenômeno de amplificação 

preferencial ou ausência de amplificação de um dos alelos (ADO – allele 
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drop-out), levou a resultados inconclusivos ou discrepantes entre as duas 

técnicas (Sato et al., 2003). Porém, a QF-PCR é uma técnica muito 

promissora, pois através dela hoje é possível analisar blastômeros 

perante as aneuploidias juntamente com doenças monogênicas, e avaliar 

HLA compatível (Rechitsky et al., 2006; Fiorentino et al., 2004). Além 

disso, em alguns países a cariotipagem de liquido amniótico vem sendo 

substituída pela QF-PCR por ser um método rápido e confiável (Brown et 

al., 2006; Donaghue et al., 2005). 

A reação em cadeia da polimerase em tempo real (PCR 

em tempo real) é uma tecnologia de inovação a qual permite mensurar a 

taxa de acumulo de amplificação através da detecção de fluorescência 

emitida a cada ciclo da reação (Heid et al., 1996). Dentre os vários 

sistemas suportados pela PCR em tempo real, o mais utilizado é o 

TaqMan®. O método de detecção pelo sistema de TaqMan® foi descrito 

em 1991 (Holland et al., 1991) e utiliza um oligonucleotídeo marcado 

(sonda) com uma molécula fluorescente (fluoróforo) na extremidades 5’, e 

outra de “apagamento” intramolecular (quencher) na extremidade 3’, além 

do par de oligos iniciadores (primers) que se utilizam na PCR comum. 

Portanto, quando a sonda se liga na seqüência-alvo, o fluoróforo e o 

quencher são separados, e a fluorescência pode ser mensurada pela 

máquina através de uma câmera CCD (charge-coupled devices) que 

capta o sinal a cada ciclo. 
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Com a emergência de uma nova tecnologia de sondas 

chamadas TaqMan® MGB™ (minor groove binder), foi possível 

desenvolver sondas menores porém com a mesma temperatura de 

anelamento. Alem disso, essas sondas não possuem sinal fluorescente na 

extremidade 3’ onde o quencher fica acoplado, permitindo utilizar um filtro 

a mais da máquina que utilizaria com o sinal do quencher. Com essas 

características, é possível desenhar primers e sondas para amplificar 

regiões muito pequenas do genoma (70pb), deixando esse sistema de 

detecção mais sensível e com a possibilidade do uso de várias sondas ao 

mesmo tempo (multiplex) (Kutyavin et al., 2000). Deste modo, o sistema 

TaqMan® MGB™ permite o aumento da sensibilidade sem perder a 

especificidade, e pode ser muito útil para sistemas que necessitem a 

detecção de varias regiões na mesma reação (multiplex). 

Através da técnica de PCR em tempo real utilizando outro 

método de detecção chamado Molecular beacons, pesquisadores 

reportaram uma excelente eficiência na detecção do sexo de embriões 

através da detecção do cromossomo Y em blastômeros (Pierce et al., 

2000). Nesse trabalho, os autores usaram além da região TSPY 

especifica do cromossomo Y, outra região de controle denominada de 

genes U2 localizada no cromossomo 17. A eficiência geral da técnica para 

o diagnóstico do sexo embrionário através da análise de blastômero foi de 

83,8%, sendo que houve variância nesse índice dependendo do estado 

de fragmentação dos embriões. Os embriões mais fragmentados foram os 
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que obtiveram pior eficiência. Porém, o que chamou a atenção foi o fato 

de que quando o núcleo do blastômero oriundo de embriões pouco 

fragmentados era visualizado antes de colocá-los nos microtubos de PCR, 

a eficiência da reação era superior. Além disso, o índice de acerto em 

linfócitos (célula única) foi de 99,1% (erro em 1 dos 108 linfócitos) o maior 

reportado pela literatura se compararmos com outras técnicas como PCR 

com primers fluorescente (97%), FISH (96%) e PCR convencional (89%) 

(Findlay et al., 1998). 

 

Objetivos 

O principal objetivo desse trabalho é desenvolver um 

método pela técnica de PCR em tempo real para sexagem em blastômero 

humano e compará-lo com a técnica de FISH considerada padrão ouro.  

 

Materiais e Métodos 

Congelamento dos embriões 

O congelamento dos embriões excedentes do programa 

de ICSI foi realizado, através de soluções de congelamento (Irvine 

Scientific, EUA) contendo PBS, 1.5M propanodiol (PROH) e 1.5 M de 

PROH + 0.1M de sucrose. Para o congelamento utilizou-se um freezer 

programável (Cryologic CL 863, Austrália) e uma curva de congelamento 
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descrita a seguir. O procedimento de congelamento foi iniciado à 

temperatura de 24ºC, a taxa de resfriamento foi de -2ºC / min até atingir a 

temperatura de –6o C, onde o “seeding” foi realizado manualmente, 

através de uma pinça metálica pré-resfriada. Em seguida, a temperatura 

de resfriamento foi reduzida para -0,3º C/ min até atingir a temperatura de 

-35ºC, seguida por queda livre até -150ºC. Nesse momento, as pailletes 

contendo os embriões foram transferidas para o nitrogênio líquido a -

196ºC. 

 

Descongelamento dos embriões 

Para o processo do descongelamento dos embriões 

excedentes, utilizaram-se soluções decrescente de PROH (Irvine 

Scientific, EUA) com as seguintes soluções de descongelamento (1.0M de 

PROH/0.2M sucrose, 0.5M de PROH/0.2M sucrose e 0.2M de sucrose). A 

metodologia se inicia com a retirada das pailletes dos botijões de 

nitrogênio líquido, as quais foram expostas à temperatura ambiente por 30 

segundos e em seguida imergidas em banho-maria à 30ºC por 40 

segundos. Os embriões foram então retirados das pailletes e 

sucessivamente adicionados nas soluções de descongelamento por 5 

minutos em cada solução. A rehidratação foi então completada, 

transferindo-se os embriões para meio de PBS em temperatura ambiente 

por 5 min e em seguida à 37ºC. Após esse período, os embriões foram 

transferidos para microgotas de meio de cultura P1 com adição 10% de 
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soro albumina humana (HAS) ou meio de blastocisto com 10% HSA, 

dependendo do dia em que foram congelados, e permanecendo em 

cultura por 24 horas à 37ºC e CO2 a 5,5% (Mauri et al., 2001).  

O critério morfológico de avaliação de sobrevida foi que 

embriões descongelados deveriam apresentar pelo menos um blastômero 

intacto após o descongelamento e ausência de sinais de danos na zona 

pelúcida (Lai et al., 1996). A transferência foi realizada apenas quando 

houve divisão de pelo menos um blastômero após 32 horas do 

descongelamento. Os embriões que não obtiveram nenhuma divisão 

celular após esse período, foram usados para o projeto. 

 

Isolamento dos blastômeros 

Após o pré-consentimento dos casais que assinaram o 

termo livre e esclarecido, embriões não viáveis e impróprios para 

transferência foram escolhidos para ser submetidos às análises. A biópsia 

dos blastômeros foi realizada em embriões de 2 a 8 células, e no mínimo 

2 blastômeros são retirados após realização da abertura da zona pelúcia 

através de um diodo laser (Fertilase TM system - Medical Technologies 

Montreux - Switzerland). O laser possui uma luz piloto que opera via uma 

objetiva de 40x acoplada em microscópio invertido (Eclipse TE 300 - 

Nikon). A abertura da zona pelúcida é realizada através de 3 a 4 

irradiações de laser de 9ms , o qual permite uma abertura de 
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aproximadamente 20µm, suficiente para a retirada do blastômero (Figura 

1). 

 
Figura 1 - Biópsia embrionária de blastômero humano 

A- Note o orifício realizado por Laser 
B- A pipeta de biópsia sendo posicionada 
C- Inicio da aspiração do blastômero 
D- Aspiração e retirada mecânica do blastômero  
E- Retirada completa do blastômero pelo orifício na zona pelúcida 
F- Exposição do blastômero após a biópsia 

A B

E F

C D

A B

E F

C D
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Depois da retirada dos blastômeros, um é transferido para 

lâmina onde se realiza a fixação para iniciar a reação de hibridação 

(FISH) (Anexo1), o outro transferido para um microtubo para reação da 

PCR. Para a análise pela PCR, cada blastômero foi lavado duas vezes 

com PBS livre de cálcio e magnésio, e então transferido diretamente para 

um tubo de PCR 0,2 ml, contendo 5µl de PBS ou 3µl de solução de lise, 

dependendo do protocolo utilizado. A amostra de controle foi preparada 

com volume final similar de solução de lavagem e posta também em tubo 

de PCR nas mesmas condições para servir como controle de 

contaminação. Logo em seguida, os tubos de PCR são congelados à  

-20º C por pelo menos 3 horas (Anexo2).  

 

Preparo e isolamento de célula única bucal 

Aleatoriamente foram escolhidos dois indivíduos de sexo 

diferente para serem doadores de células bucais. Esses indivíduos 

permaneceram pelo menos 40 minutos sem ingerir qualquer tipo de 

comida ou bebida.  

As células da mucosa bucal foram obtidas através de um 

esfregaço utilizando uma escova citológica. Após o procedimento, agita-

se a escova em um microtubo de PCR de 1,5 mL contendo 0,5 mL de 

NaCl 0,9%, que é então centrifugado a uma velocidade de 4.000 RPM por 

5 minutos. O sobrenadante é removido e repete-se esta lavagem por mais 
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duas vezes. Após a lavagem, o material que ficou no fundo do tubo é 

ressuspendido em 0,2 mL de PBS estéril e livre de cálcio e magnésio. 

Imediatamente após o procedimento, as células são isoladas 

manualmente utilizando-se um capilar sob um esterioscópio, e 

transferidas individualmente para um tubo de PCR de 0,2 mL, o qual foi 

posto previamente 5µL de solução salina (PBS livre de cálcio e magnésio) 

ou diretamente em 3µL de solução de lise, dependendo do protocolo 

utilizado (50µL e 25µL respectivamente). Essas células são então 

congeladas à -20º C, até que sejam utilizadas como controle positivo 

masculino e feminino, ou para a padronização das reações de PGD. Todo 

material utilizado era estéril, e o procedimento foi realizado em fluxo 

laminar. 

 

Real-time polymerase chain reaction (PCR em tempo real) 

O método de PCR em tempo real é baseado na asserção 

de que existe uma relação quantitativa entre o numero de DNA-alvo 

presente no inicio da reação da PCR e o montante de produto amplificado 

durante a fase exponencial. A inovação conceptual crucial, e a chave para 

entender a quantificação através da PCR em tempo real, é o ciclo de 

threshold (Ct). Para determinar os Ct’s, primeiramente os níveis de ruído 

fluorescente devem ser determinados (linha de base ou baseline). 

Compreende-se por linha de base o intervalo entre o terceiro ciclo até 3 a 

5 ciclos precedentes ao primeiro ciclo que inicia o sinal fluorescente de 
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amplificação. O Ct ocorre quando a fluorescência ultrapassa a linha de 

threshold , que pode ser fixa ou determinada pelo operador. No entanto, a 

linha de threshold deve ser determinada na fase exponencial da curva 

para resultados mais precisos (Figura 2). Isso se dever ao fato de que, 

nessa fase presume-se que existe a eficiência máxima da reação, já que 

todos os reagentes, enzima, dNTPs, oligos estão em abundância, o que 

otimiza essa faze da reação. Partindo-se do principio que a PCR 

quantitativa em tempo real reflete o numero de cópias do DNA-molde, 

quanto maior a concentração desse DNA, ou quanto maior o numero de 

cópias iniciais, mais precocemente vai aparecer a fluorescência, e 

conseqüentemente, menor vai ser o valor do Ct (Figura 3). Portanto, 

aliando a enorme sensibilidade da técnica com a eficiência de sua 

quantificação, é possível quantificar até mesmo a diferença entre uma, 

duas ou três cópias inicias (Gao et al., 2005; Joncourt et al., 2004; Writzl 

et al., 2006; Yobb et al., 2005). Outra definição importante em PCR em 

tempo real é o ∆Rn (baseline-corrected normalized fluorescence), que 

nada mais é que a fluorescência final emitida após a amplificação menos 

a fluorescência basal emitida naturalmente pela reação e os reagentes 

(Figura 2). Quanto maior o ∆Rn mais robusta e eficiente foi a reação. O 

valor do ∆Rn depende de vários fatores, dentre os mais importantes estão 

o desenho dos primers e sonda, a eficiência da reação, concentração de 

primers e sondas e o conjunto de todos os reagentes, ou seja, reflete 

diretamente a eficácia com que a reação foi realizada.  
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Figura 2 - Conceitos básicos de PCR em tempo real 
Ct –Threshold cycle 

 

----- = 1.000 cópias
----- = 100 cópias
----- = 10 cópias
----- = 1 cópia
----- = 8,79 cópias (amostra)

----- = 1.000 cópias
----- = 100 cópias
----- = 10 cópias
----- = 1 cópia
----- = 8,79 cópias (amostra)

----- = 1.000 cópias
----- = 100 cópias
----- = 10 cópias
----- = 1 cópia
----- = 8,79 cópias (amostra)

----- = 1.000 cópias
----- = 100 cópias
----- = 10 cópias
----- = 1 cópia
----- = 8,79 cópias (amostra)

 

Figura 3 - Curvas de PCR em tempo real: note que as curvas padrões 

vão de 1.000 a 1 cópia do genoma humano; em azul a amostra que foi 

quantificada 

Note que quanto maior a concentração de DNA inicial, mais cedo vai iniciar a emissão de 
sinal da fluorescência.  
As curvas também são usadas para avaliar a eficiência de primers e sonda. 
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As reações foram realizadas em uma máquina de PCR 

em Tempo Real (7500 Real Time PCR System – Applied Biosystems) 

(Figura 4) utilizando o sistema TaqMan® para detecção do produto de 

amplificação. As aplicações suportadas pela máquina de PCR em tempo 

real podem ser caracterizadas em dois diferentes grupos cuja 

característica predominante é o momento onde é feita a leitura de sinal. O 

princípio do sistema utilizado na PCR em Tempo Real consiste na 

combinação de um termo-ciclador com a detecção de fluorescência 

emitida em cada ciclo. A técnica é versátil e segura, pois o procedimento 

de amplificação e detecção é realizado no mesmo tubo e ao mesmo 

tempo, reduzindo drasticamente a chance de contaminação no 

laboratório. O método TaqMan® utiliza uma sonda marcada com um 

fluoróforo e quencher além do par de oligos iniciadores (Primers) que se 

utiliza na PCR comum. A sonda é constituída de uma seqüência alvo que 

está entre os dois primers, e deve ter uma temperatura de anelamento de 

10º C superior aos mesmos. Enquanto a sonda está livre em solução, o 

fluoróforo e o quencher que ficam nas extremidades da sonda, não 

emitem sinal, apenas quando são separados por meio da clivagem da 

sonda pela atividade de exonuclease 5’→3’ da enzima 

Taq®DNAPolimerase durante a reação (Figura 5). Portanto, durante a 

reação quando as sondas se anelam na seqüência alvo, o fluoróforo e o 

quencher são separados, e a fluorescência pode ser mensurada 

(Martinhago et al., 2006b). Existem outros métodos de detecção para 
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PCR em tempo real, dentre eles se destacam o Syber-Green, Molecular 

beacons, Eclipse probes, FRET. Alguns deles com o Syber-Green não 

necessitam do uso de sonda, e portanto, são mais baratos, porém pouco 

específicos, pois emitem sinal de qualquer DNA amplificado. 

 

 

Figura 4 - Máquina de PCR em Tempo Real (7500 Real Time PCR 

System – Applied Biosystems) 
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Figura 5 - Sistema TaqMan® para PCR em tempo real 

 

Para obter melhores resultados, foram utilizadas as 

sondas denominadas TaqMan MGB®, as quais possuem MGB ligada a 

sua extremidade 3’ que não emite fluorescência. Sendo assim, a sonda 

não utiliza a florescência de um filtro da máquina que utilizaria com o 

fluoróforo do quencher, admitindo a possibilidade de usá-lo com outra 

sonda em uma reação multiplex. Além disso, as sondas TaqMan MGB® 

são mais fáceis de sintetizar, mais eficientes por proporcionar aumento na 

sensibilidade e especificidade, e por apresentarem alta temperatura de 

anelamento, permitem o desenho de sondas mais curtas, as quais são 

mais especificas mesmo quando usadas em duplex para distinguir a 
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diferença de apenas um nucleotídeo em análise de SNPs (Single 

nucleotide polymorphism), onde se utiliza duas sondas, uma com o alelo 

normal e outra com o mutado, e o mesmo par de primers (Kutyavin et al., 

2000). Cada sonda possui um sinal diferente, portanto pode-se na mesma 

reação em menos de duas horas diagnosticar o perfil alélico para um 

determinado gene, sabendo-se se o individuo é homozigoto normal, 

mutado ou heterozigoto. Portanto, as sondas TaqMan convencionais 

precisam ser desenhadas em um tamanho maior para atingir a mesma 

temperatura de anelamento de uma sonda TaqMan MGB®. 

Adicionalmente, as sondas MGB proporcionam ainda alta especificidade 

mesmo em regiões ricas em nucleotídeos A-T (Walburger et al., 2001).  

 

Desenho dos primes e sondas TaqMan MGB® 

A escolha da região genômica como o desenho dos 

primers e sondas são fundamentais para o sucesso e eficiência de uma 

reação em multiplex. Foram escolhidas duas regiões genômicas para 

realizar as reações de PCR em duplex. Uma das regiões é comum para 

ambos os sexos (beta-globina), e outra específica de uma região do 

cromossomo Y chamada TSPY (DYS-14). A região da beta-globina 

escolhida possui 4 cópias genômicas em uma célula diplóide, serve como 

controle de amplificação e evita um resultado falso negativo devido a 

inibidores da reação de PCR. Já a região do marcador DYS-14, amplifica 

apenas quando o DNA é do sexo masculino. Trata-se de uma região que 
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possui 20 a 30 cópias no cromossomo Y, diferente de outras regiões 

como SRY que possui apenas uma cópia. Isso eleva a sensibilidade da 

reação, pois se houver um dano no DNA na região escolhida pode não 

haver a amplificação, já uma região de múltiplas cópias, além de existir 

varias cópias iniciais, se houver um dano em uma dessas cópias, existem 

as outras para amplificar.  

Os primers e sondas foram desenhados através do 

programa Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) nas condições 

sugeridas pelo fabricante (Anexo 3). Para PCR em tempo real usando o 

sistema TaqMan MGB®, amplicons pequenos (50-150pb) rendem 

tipicamente resultados mais consistentes e sinais robustos. Após o 

desenho dos oligos, os mesmo foram submetidos a analise do BLAST e 

In-Silico PCR para checar a especificidade dos mesmos. O BLAST e In-

Silico PCR são ferramentas da biotecnologia disponível livremente na 

internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/; http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgPcr), pelas quais se checa a similaridade de regiões do DNA para 

se saber a especificidade das mesmas. Os primers e sondas utilizadas 

bem como informações sobre seu produto estão dispostos na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Primers e sondas utilizados no projeto 

Região Primers Tm (oC) Sonda MGB Fragmento

     

F - 5'-TGCTGTTATGGGCAACCCTAA-3' 62.6 
β-globina 

R - 5'-GAGCCAGGCCATCACTAAAGG-3' 63.2 
(VIC)TGAAGGCTCATGGCAAG 74pb 

     

5'-AGAGCGTCCCTGGCTTCTG-3' 63 
TSPY 

5'-GAGAGCACCTCTCCACTAGAAAGG-3' 62.1 
(FAM)TCCTTCTCAGTGTTTCTT 77pb 

 

Controle de contaminação 

A atividade de preparação da solução de lise e dos 

reagentes da PCR foi realizada dentro de um fluxo laminar, o qual foi 

restrito de outras atividades, com material único para essa manipulação. 

Todo o material como pipetas e superfície onde foram realizadas as 

reações, foi mantido apenas para o projeto, e foram sempre manipulados 

com luvas sem talco. Uma rotina de descontaminação das superfícies de 

trabalhos foi realizada antes de cada reação com álcool a 70% ou com 

água sanitária a 10%. O indivíduo que realizou as reações sempre estava 

munido de máscara e toca como também avental descartável. As luvas 

foram trocadas sempre que eram tocadas em qualquer ambiente com 

possível contaminação. Após o término e análise de cada reação, todo 

material foi descartado, evitando qualquer contaminação com material já 

amplificado (no caso do PCR). Em nenhum momento os tubos de PCR 

foram abertos após a reação. 
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Para evitar contaminação vinda de espermatozóide 

oriundo de outros métodos de fertilização como FIV, as amostras 

utilizadas para a pesquisa (blastômeros) foram de embriões provenientes 

de fertilização por injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI). 

Após a biópsia, os blastômeros foram lavados em PBS para evitar 

contaminação de qualquer resíduo celular. Para cada blastômero 

analisado, utilizou-se o mesmo volume de PBS da lavagem para saber se 

houve contaminação de material exógeno durante a biópsia embrionária. 

Além disso, foi usado duas amostras “brancas” em cada reação para 

saber se teve alguma contaminação na formulação do mix da PCR. 

As reações foram realizadas com o Taqman Universal 

PCR Master Mix (Applied Biosystems - PN 4304437) pelo fato de 

apresentar o mix pronto com todos os reagentes necessários para a 

reação de PCR, necessitando apenas a adição dos primers e sondas. A 

utilização de um mix pronto reduz a chance de contaminação exógena 

que pode ocorrer durante a formulação do mesmo. Além disso, o Máster 

Mix contem dUTP e AmpErase UNG que são produtos de estratégia 

contra uma possível contaminação oriunda de reações anteriores. O 

dUTP é um nucleotídeo que não é encontrado no DNA-molde (apenas 

RNA), o qual é incorporado no produto de amplificação durante a reação, 

portanto o DNA amplificado vai possuir essa unidade de nucleotídeo em 

suas fitas. Toda reação foi iniciada com uma temperatura de 50º C 

durante 2 min para que a enzima AmpErase UNG possa digerir a possível 
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contaminação desses produtos, que eventualmente possam estar 

incorporados na reação atual. 

Todas essas normas foram estritamente seguidas e 

quando necessário, rediscutidas com toda a equipe e reformuladas.  

 

Otimização do protocolo de PCR em tempo real para detecção 

cromossomos específicos 

Para a otimização do protocolo da reação em duplex, 

primeiramente, os primers e sondas foram otimizados em reações 

separadas (singleplex). Após determinar qual era a concentração ideal de 

cada região separadamente, verificou-se a eficiência de amplificação de 

cada região, e ambas apresentaram 100%. A eficiência de 100% é 

considerada quando após cada ciclo da PCR produz duas copias do seu 

produto inicial, e em um DNA diluído em 10 vezes, deve apresentar a 

media de 3,3 ciclos de um para o outro (Figura 3). Uma vez determinado a 

concentração dos reagentes e a eficiência de cada reação, inicia-se a 

padronização em duplex. A padronização em duplex foi feita com 

concentrações diferentes de primers e sonda para cada região na mesma 

reação, utilizando como amostra DNA masculino em concentração 

equivalente a uma cópia genômica (~6.6pg de DNA). Para PCR em tempo 

real consideram-se as concentrações associadas que geram o menor Ct, 

e posteriormente, analisam-se as concentrações as quais oferecem um 
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sinal mais robusto, ou seja, geram um ∆Rn com maior fluorescência. 

Através desses artifícios, foi escolhida uma concentração de primers para 

as duas regiões de 400nM, já para as sondas foi de 150nM para TSPY e 

250nM para região da beta-globina, pois essa ultima necessitou de uma 

concentração maior para atingir os mesmos níveis de ∆Rn da primeira. 

Além dos critérios citados, também foi utilizado o índice de sucesso de 

amplificação e menor variância de Cts entre as replicas para escolha da 

concentração definitiva de cada primer e sonda (Tabela 2). Uma vez 

determinada a concentração dos primers e sonda de cada região para 

trabalhar em duplex, varias reações foram realizadas com DNA masculino 

equivalente a uma cópia genômica para se saber a regularidade de 

detecção do método aplicado. Verificou-se então que a diferença de Ct 

entre as duas regiões era de aproximadamente quatro Cts, ou seja, a 

região DYS-14 amplificava ~4 Cts antes da beta-globina por apresentar o 

maior numero de cópias iniciais (Figura 6). Isso reflete a diferença de 

cópias entre as duas regiões e evidencia a extrema sensibilidade da 

técnica para quantificação relativa. 

O último passo da padronização foi nas condições em que 

se realiza o PGD, porém ao invés de blastômero, utilizou-se célula única 

bucal, onde se testou também as condições da solução de lise celular e 

especificidade da técnica através do uso de células femininas e 

masculinas.  
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Tabela 2 - Padronização das reações em PCR em tempo real em duplex 

Beta_MGB  TSPY_MGB 

Primers Média 
∆Rn 

Média 
Ct Índice 

 
Primers Média

∆Rn 
Média 

Ct Índice 

400nM 0,58 38,82 66,66%  300nM 1,51 34,99 100,00%

300nM 0,60 38,13 50,00%  400nM 1,36 34,93 100,00%

400nM 0,65 37,07 91,66%  400nM 1,00 33,93 91,66%

400nM* 0,48 38,93 58,33%  400nM* 1,33 35,20 100,00%

500nM 0,60 37,58 83,33%  400nM* 1,10 33,62 100,00%

600nM 0,47 39,18 91,66%  400nM 1,22 33,81 100,00%
 
Cada linha representa uma combinação de concentração diferente 
Destaque em vermelho os melhores resultados obtidos 
Índice – Índice de amplificação do locus 
* - 150nM sonda TSPY e Beta 
 

 

Figura 6 - Curvas de reação da PCR em tempo real em blastômero (azul) 

e célula bucal (roxo) 

Note que ambas as células possuem o mesmo perfil de amplificação e apresentam em 
média 4 ciclos de diferença entre a região TSPY para beta-globina. 
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Padronização da PCR em tempo real em célula única 

A primeira etapa consistiu na padronização da técnica em 

célula única para estabelecer o melhor volume final da reação e melhor 

método de lise. Toda reação apresentava além dos blastômeros e seus 

respectivos controles, um controle masculino e feminino que era 

composto por uma célula de cada sexo, e também dois controles brancos 

denominados NTC (No Template Control). Com o volume de 50µL foram 

testadas 31 células bucais e 9 blastômeros de 5 embriões. As condições 

de lise celular para esse volume eram as seguintes: os microtubos 

contendo a célula única em 5µL de PBS eram descongelados a 

temperatura ambiente por 10 min, e em um fluxo laminar foram 

adicionados 10µL de solução de lise celular (100 µg/ml proteinase K; 5µM 

sodium dodecyl sulfate (SDS); 10 mM Tris-HCl, pH 8.3 (TRIZMA® Pre-Set 

Crystals, Sigma)). O material era submetido a uma temperatura de 50º C 

em um bloco de termo-ciclador por 30 minutos, e posteriormente a 96º C 

por mais 10 minutos para inativação da proteinase K (Pierce et al., 2000). 

A proteinase K é uma serino-protease de elevada atividade enzimática, 

isolada do fungo Tritirachium album. Apresenta um tamanho molecular de 

28,904 KDa, e atividade de clivagem específica em proteínas nativas ou 

desnaturadas , sendo largamente utilizada na purificação de DNA e RNA. 

A sua atividade é aumentada com a adição de agentes desnaturantes 

como SDS 1%, uréia e em temperaturas elevadas. 
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Imediatamente após o procedimento de lise, foram 

realizadas as reações de PCR em tempo real. Do volume total de 50µL, 

aproximadamente 15µL eram da solução de lise contendo o blastômero 

ou célula única bucal, 25µL de Taqman Universal PCR Master Mix 

(Applied Biosystems - PN 4304437), sistema composto de reagentes 

necessários para a realização da atividade 5’nucleásica, como enzima 

AmpliTaq Gold; Enzima AmpErase UNG; dNTPs com dUTP; referência 

passiva e buffer, adicionados os primers da β-globina em uma 

concentração de 400nM e 250nM para sonda, e para a região TSPY 

400nM de primers e 150nM para a sonda. Para completar o volume final 

de cada reação, foi utilizada água pura estéril (Sigma-Aldrich -Water for 

embryo transfer Catalogue# W1503). 

Para a ciclagem foram utilizados os seguintes parâmetros: 

Incubação inicial a 50º C por 2 min para permitir a atividade da AmpErase 

uracil N- glcycosilase quebrar qualquer possível produto de contaminação 

oriunda de reações anteriores. O primeiro passo de denaturação foi de 10 

min a 95º C, e posteriormente 45 ciclos de PCR em dois passos: 

denaturação a 95º C por 15 segundos, seguido de temperatura de 

anelamento a 60º C por 60 segundos. A fluorescência contínua foi 

monitorada no passo de anelamento (Figura 7). Para maior segurança, 

em toda reação foram utilizados controles positivos (uma célula bucal 

feminina e outra masculina) além de dois brancos (todos os reagentes 

sem DNA). O Threshold foi fixado em 0.10 em todas as reações para 
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padronização dos resultados (Ct). A duração média de uma reação de 45 

ciclos foi de 1h e 50 min. 

 

45

 

Figura 7 - Condições de ciclagem realizadas pela PCR em tempo real em 

célula única 

Os retângulos superiores mostram a temperatura em graus Celsius, e nos retângulos 
inferiores o tempo em minutos. 
Note que fluorescência contínua foi monitorada no passo de anelamento (amarelo). 

 

Nas células bucais foi obtido um índice de sucesso de 

amplificação de 87,1% (detectadas 27 de 31) e nos blastômeros de 55,5% 

(5 de 9). Das quatro amostras que não amplificaram, em três não houve 

amplificação e em uma amplificou apenas a região do Y. Além disso, os 

resultados de amplificação não foram consistentes, ou seja, houve grande 

variação entre os Cts das amostras, bem como entre as duas regiões na 
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mesma amostra entre os blastômeros. Adicionalmente, houve sinal de 

contaminação das amostras brancas em duas das três reações. O índice 

de amplificação tanto em célula bucal como blastômero está contido na 

Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Sumário da sexagem humana em célula única por PCR em 

tempo real 

Sexo Amostra Vol PCR 
(µL) 

Total de 
células Feminino Masculino 

Índice de 
detecção (%) 

Célula bucal 50 31 14 13 87,1 

Célula bucal 25 33 17 16 100 

Blastômero 50 9 0 5 55,5 

Blastômero 25 54 35 10 83,3 

 

Com o pobre resultado encontrado em 50µL, foi iniciado 

os testes com volume 25µL e outro procedimento de lise que segue na 

segunda fase do experimento. Após o isolamento do blastômero ou célula 

bucal, o tubo contendo a célula única com 3µL da solução de lise é 

congelado por um período de pelo menos 3 horas. O tubo é então 

descongelado em temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, 

é posto em um bloco de termo-ciclador (PCR), onde é submetido a uma 

temperatura de 37º C por 60 minutos para a ação da proteinase K, e a 96º 

C por 15 minutos para a inativação da enzima. Logo após o procedimento 
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os tubos são postos dentro de um fluxo laminar quando se colocam os 

reagentes da PCR (Mix, primers e sondas), e o material retorna ao termo-

ciclador para análise. A solução de lise celular é composta por 17 mmol/L 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate − Sigma) e 125 mg/mL proteinase K 

(Roche Diagnostics). Os controles com as células bucais foram 

submetidos à lise celular juntamente com os blastômeros em todas as 

reações. Esse procedimento foi realizado como controle do procedimento 

de lise e também posteriormente na análise dos resultados dos 

blastômeros. Partindo do principio que tanto a célula bucal como o 

blastômero estão sendo submetidos a procedimento de lise ao mesmo 

tempo e analisados na mesma reação, espera-se a mesma eficiência 

técnica para ambos, e conseqüentemente os parâmetros de comparação 

tornam-se o mais próximo do ideal possível (Figura 6). Através desses 

cuidados, pode-se presumir em caso de falha de amplificação se o erro foi 

no processo de lise ou falha da técnica como um todo.  

Com volume de 25µL foram analisados 19 blastômeros de 

11 embriões dos quais 9 eram femininos e 2 do sexo masculino. As 

condições de ciclagem e concentrações dos reagentes foram às mesmas 

descritas com volume de 50uL. Nessa fase foi possível verificar o sexo 

nos blastômeros em 100% dos casos (19/19), como também nas células 

bucais. A média dos Cts em blastômero foi de 37,36 e do ∆Rn de 1,15 

para a beta-globina, e para a região TSPY o Ct foi 32,96 e ∆Rn foi de 

1,48. A média da diferença de Ct para as duas regiões ficou de 4,11, e 
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para ∆Rn foi de 0,75. Foi reportado contaminação em apenas uma das 

reações, a qual gerou um sinal para TSPY positivo para um dos dois 

NTCs (Ct: 40,50), porém não influenciou o resultado das amostras por 

apresentar um Ct “alto” e o outro NTC na mesma reação não apresentou 

sinal, além disso o resultado das amostras foi feminino. 

Após os excelentes resultados obtidos nessa fase, 

considerou-se que a reação estava otimizada, e passou-se então para 

comparação com a técnica de FISH. 

Durante a fase de comparação direta entre as duas 

técnicas, todo o embrião não viável que possuía pelo menos dois 

blastômeros intactos e com núcleo foi biopsiado. Após a biópsia, um 

blastômero era fixado em lâmina e o outro posto no microtubo de PCR 

contendo a solução de lise. A numeração de cada blastômero era 

diferente em ambas as técnicas para se realizar o estudo as cegas. Em 

seguida a análise dos blastômeros por cada técnica, o resultado era 

passado para embriologista que arquivou os dados durante o projeto. 

Posteriormente ao termino da análise de todos os casos, os resultados 

forma comparados e analisados estatisticamente. 
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Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

Fixação do blastômero  

Após a lavagem dos blastômeros biopsiados em meio 

Earle suplementado com 0,5% de albumina humana, sob um microscópio 

invertido os blastômeros foram fixados individualmente em lâminas, em 

local previamente marcado por um círculo atrás da lâmina, onde foi 

colocado 1-2µL de solução de difusão (HCl 0,01N; 0,1% TWEEN) 

(Coonen et al., 1994). Após o procedimento, as lâminas ficam em 

temperatura ambiente por 30 minutos até serem transferidas para o 

laboratório de FISH (Figuras 8 e 9). 

 

 
Figura 8 - Fixação do blastômero em lâmina para análise por FISH 

A. Círculo feito com caneta de marcação antes da transferência do blastômero (4mm). 

B. Transferência do blastômero para a lâmina através de um capilar. 

C. Caneta de diamante para fazer a marcação do círculo após a fixação do blastômero. 
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FISH FISH em em PGDPGD

FixaFixaçção ão do material nucleardo material nuclear
((Coonen Coonen et al., 1994)et al., 1994)

Blastômero com núcleo

Citoplasma sendo removido

Núcleo sem citoplasma  
Figura 9 - Fixação do blastômero 

Note que o blastômero deve perder todo seu citoplasma durante a fixação para ocorrer o 
acesso das sondas do FISH adequadamente ao DNA. 
 

Pré-tratamento 

As lâminas são enxaguadas com PBS (Phosphate 

buffered saline) e logo em seguida desidratadas passando por 20 seg. em 

70% etanol, 90% etanol e finalmente duas vezes em 100% etanol. Logo 

após secarem, são tratadas a 37º C (0,01 HCl contendo 50 µL de pepsina 

10%) por 5 minutos. As lâminas são enxaguadas em água purificada e 

PBS e submergidas no fixador Carnoy a 4º C por 10 min e enxaguadas 

novamente. 

Após as lâminas serem submetidas a novo processo de 

desidratação, são deixadas à temperatura ambiente para iniciar a etapa 

do FISH propriamente dita. 
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Primeira etapa do FISH 

Aplica-se a solução das sondas (DXZ1, Spectrum Blue; 

DYZ3, Spectrum Gold; LSI13, Spectrum RED; D18Z1, Spectrum Aqua; 

LSI21 SpectrumGreen; Multivision PGT Probe Panel; Vysis Inc., Downers 

Grove, IL ref: 32-131080) no local previamente marcado. Coloca-se a 

lamínula sobre a solução e em seguida denatura-se a lâmina a 75º C 

sobre uma placa aquecedora por 3 minutos. Após esse procedimento, 

veda-se a lamínula sobre a lâmina com cola de borracha. 

A hibridização das sondas é feita em uma câmera 

umidificadora, onde se põe a lâmina em uma caixa de plástico com tampa 

contendo um papel toalha úmido com água purificada, e deixa-se pelo 

menos por uma hora em um banho-maria pré-aquecido a 37º C. 

 

Lavagem pós-hibridização 

Em um banho-maria a 73º C coloca-se uma jarra Coplin 

contendo 0.4X SSC/0,3%NP40, onde são postas as lâminas (já sem a 

lamínula) por 5 minutos. Lava-se as lâminas em uma solução 2X 

SSC/0,1% NP-40 por alguns segundos, e logo em seguida aplica-se a 

solução anti-fade (Vectashield, Burlingame, CA) na área marcada que é 

coberta com uma lamínula. Após esse procedimento, as lâminas estão 

prontas para serem analisadas sob um microscópio óptico fluorescente 
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com lâmpada de mercúrio de 100Watts, utilizando os filtros adequados 

(Olympus – BX50). 

 

Análise estatística 

Os valores de concordância entre as duas técnicas foram 

comparados pelo teste de Mann-Whitney. 

 

Aspectos éticos 

Os casais que gentilmente doaram os embriões não 

viáveis para pesquisa assinaram o termo de consentimento que está em 

atendimento com a resolução 196/96 – CNS-MS, e estavam totalmente 

cientes e de acordo com todo o projeto de pesquisa. O projeto foi 

submetido previamente à avaliação e aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu/SP, e está 

moldado dentro das exigências do mesmo (Anexo 4 e 5). 

 

Resultados 

Um total de 98 blastômeros oriundos de 40 embriões não 

viáveis para transferência foram analisados durante o projeto, sendo que 

26 eram femininos, 12 masculinos e 2 os quais não foi possível o 

diagnóstico. Desse total, foi possível analisar por ambas as técnicas 24 
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embriões (60%), gerando um total de 70 blastômeros (35 por técnica). Por 

outro lado, 16 embriões (40%) com retirada de 28 blastômeros foram 

analisados apenas pela PCR em tempo real (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Resumo da análise dos embriões 

* 35 blastômeros por cada técnica 

 

Na fase de comparação entre os métodos, dos 24 

embriões, 17 eram femininos, 6 masculinos e um o qual não foi possível o 

diagnóstico. Dos 35 blastômeros analisados por cada técnica, a PCR em 

tempo real foi capaz de diagnosticar o sexo em 26, gerando um índice de 

74,3%. Já pela técnica de FISH foi possível analisar 28 dos 35 

blastômeros, levando a um índice de 80,0%. Dos 9 casos que não foi 

possível o diagnóstico por PCR em tempo real, 2 deles também não foi 

possível pela técnica de FISH (Tabela 5).  

 N° de embriões 
(blastômeros) 

Total 40 (98) 

Analisados apenas por PCR em tempo real 16 (28) 

Comparação entre os métodos 24 (70)* 

Femininos  26 

Masculinos  12 

Resultados não foi possível  2 
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Tabela 5 - Comparação da sexagem embrionária entre as duas técnicas 

Embrião FISH PCR 
1 Núlcleo não visualizado FALHA 
2 XX,13,18,21- NL FEMININO 
 XX,13,18,21- NL FEMININO 
3 Erro fixação FEMININO 
 Triss X, mono 18, 13 e 21- NL FEMININO 
4 Tetraploidia, X FEMININO 
5 Triss X, 13,18 e 21 - NL FEMININO 
 Apenas 2 sinais 18 FALHA 
 Mono X; 13,18 e 21 - NL FEMININO 
6 Mono X e 18; 13 e 21 - NL FEMININO 
7 Erro fixação MASCULINO 
 XY, 13, 18 e 21 - NL MASCULINO 
8 XY, 13, 18 e 21-  NL MASCULINO 
9 Triss X, triss 18 e 21; 13 - NL FALHA 

10 Triss X, 18, 21 e 13 - NL FEMININO 
11 XX, triss 21, 13; 18 - NL FEMININO 
12 XY, mono 13,18 e 21 MASCULINO 
13 Mono X, anormalidades combinadas  FEMININO 
 Triss X, anormalidades combinadas FEMININO 

14 Monoploidia (n), X  FEMININO 
 Mono X, caótico  FALHA 

15 Núlcleo não visualizado FEMININO 
16 XX,13,18,21- NL FEMININO 
 XX, triss 21, 13 e 18 - NL FEMININO 

17 Triploidia, X FEMININO 
18 XY, triss 21, 13 e 18 - NL FALHA 
 XY, triss 21, 13 e 18 - NL MASCULINO 

19 XX, anormalidades combinadas FALHA 
20 XY, 13, 18 e 21 - NL MASCULINO 
21 XY, 13, 18 e 21 - NL Falha (masc?) 
22 XX,13,18 e 21 - NL FALHA 
23 Núlcleo não visualizado FEMININO 
 XX,13,18 e 21- NL FALHA 

24 XX,13,18 e 21 - NL FEMININO 
  Núlcleo não visualizado FEMININO 

NL – Normal (dois sinais) 
mono – monossomia 
triss- trissomia 
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A média geral dos Cts foi de 36,79 para a beta-globina e 

34,42 para TSPY, e do ∆Rn foi de 0,96 e 1,26 respectivamente. A 

diferença entre os Cts das duas regiões (quantificação relativa) ficou em 

3,99, e do ∆Rn foi de 0,72. Não foi possível diagnosticar o sexo em um 

dos blastômeros pela PCR em tempo real (embrião 21), na qual a reação 

mostrou amplificação de ambas as regiões, porém com Ct menor para a 

beta-globina, contrariando o índice geral que amplificou em média 4 ciclos 

antes para a região TSPY (Figura 10 e 11). O resultado do FISH para 

esse mesmo embrião foi do sexo masculino, porém como a amplificação 

das duas regiões não estabeleceu a regra, o resultado ficou como 

indefinido. Adicionalmente, também não foi possível o diagnóstico do sexo 

em um dos blastômeros analisados por FISH (embrião 5) pelo fato de ter 

apresentado apenas dois sinais para o cromossomo 18.  
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Figura 10 - Gráficos de PCR em Tempo Real em blastômero humano 

Linha preta – TSPY; 
Linha cinza – Beta-globina 
 
A. Gráfico padrão de amplificação de célula única 
B. Gráfico de possível contaminação 
C. Gráfico de 3 blastômeros e 1 célula bucal na mesma reação. Note o padrão de 

amplificação típico (~4 Ct de diferença entre TSPY e a beta-globina) 
D. Gráfico dos NTC’s. Note que não houve amplificação pela escala do DeltaRn 
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Figura 11. Gráficos correlacionando o ∆Rn com os Cts de blastômeros 

diagnosticados como masculino e feminino em reação de 25µL 

Note que a eficiência da região da beta-globina foi perdida quando houve amplificação 
da região TSPY ao mesmo tempo (blastômeros masculino), pois apesar dos Cts serem 
parecidos, houve queda do ∆Rn. 
Gráfico feminino: o menor Ct (32,83) foi de um embrião tetraplóide, o qual contem uma 
maior quantidade de DNA inicial. 
Gráfico masculino: Sinal único do TSPY que está fora do padrão é de possível 
contaminação. 

 

Através da FISH foi possível identificar que dos 24 

embriões, 33,3% (8/24) eram normais para os cromossomos estudados, 

58,3% (14/24) eram anormais e em 8,3% (2/24) não foi possível à análise 

do embrião. A trissomia (sexuais e autossomos) foi a alteração mais 

comum, encontrada em 25% dos embriões (6/24) (Figura 12), seguida de 

anormalidades relacionada à haploidia 12,5% (3/24) e anormalidades 

combinadas 8,3% (2/24) e por fim o núcleo caótico que foi encontrado em 

4,2% (1/24). Perante o numero total de embriões, 12,5% (3/24) 

apresentavam anormalidades apenas nos cromossomos sexuais, dos 

quais 2 eram trissomia e 1 monossomia do cromossomo X. Não foram 
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encontrados embriões com anormalidade do cromossomo Y. Foi 

encontrado mosaicismo em 4 embriões dos quais foi possível analisar 

mais de um blastômero, levando um índice de mosaicismo de no mínimo 

18,2%, ou 4 dos 22 embriões em que foi possível a análise. 

 

 

Figura 12 - Análise de blastômero por FISH 

A – Sonda do cromossomo 13 (dois sinais; LSI13, Spectrum RED) 
B – Sonda do cromossomo 18 (dois sinais; D18Z1, Spectrum Aqua) 
C – Sonda do cromossomo X, evidenciando a trissomia do X (três sinais; DXZ1, 

Spectrum Blue) 
D – Sonda do cromossomo 21 (dois sinais; LSI21 Spectrum Green) 
 

Obs.: Não houve marcação da sonda do cromossomo Y (DYZ3, Spectrum Gold), pelo 
fato do embrião ser do sexo feminino 

 

A B

C D
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O resumo geral dos dados de todas as reações de PCR 

em tempo real, como a média dos Cts e ∆Rn, está disposto na Tabela 6 e 

Figura 13. 

 

Tabela 6 - Média do Ct e fluorescência ∆Rn (desvio padrão) 

Tipo de célula Total Sinal Ct (desvio padrão) ∆Rn (desvio padrão)

 
Primeira fase (50µL) 
     
bucal feminina 16 β-globina 38,86 a   (1,94) 1,04   (0,27) 
     
bucal masculina 15 β-globina 38,24 b   (0,97) 1,01   (0,18) 
  TSPY 33,85 c   (1,22) 1,70   (0,26) 
     
blastômero masculino 9 β-globina 39,73 d  (1,33) 0,72   (0,50) 
  TSPY 36,72 e  (2,47) 1,07   (0,55) 
     
Segunda e terceira fase (25µL) 
     
bucal feminina 17 β-globina     37,34 a, f (1,18) 0,94   (0,25) 
     
bucal masculina 15 β-globina     36,76 b, g  (1,35) 0,72   (0,23) 
  TSPY  33,47 c, h  (1,40) 1,17   (0,44) 
     
blastômero feminino 38 β-globina     37,27 f   (2,08) 1,09   (0,40) 
     
blastômero masculino 9 β-globina     36,59 d, g  (1,00) 0,83   (0,15) 
  TSPY 33,57 e, h  (2,98) 1,28   (0,38) 
       
 
Obs.: Na primeira fase não houve blastômero feminino 
 
Diferença significante: 
a, b, d, e P<0,01 
c, f, g, h P>0,05 
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Figura 13. Comparação das reações com célula única bucal no volume 

de 50 e 25µL (∆Rn x Ct) 

Note que com volume menor a média de Cts é menor principalmente com o marcador da 
beta-globina, o que significa aumento da sensibilidade.  
Obs.: O baixo desempenho de algumas amostras na reação de 25 µL (∆Rn < 0,6 para 
TSPY) foi causado pela degradação das sondas após mais de um ano em estoque, além 
disso as células estavam armazenadas há mais de seis meses (ultimas reações). 

 

Discussão 

Pelo fato de se tratar de um exame de alta 

responsabilidade e complexidade, o PGD só pode ser empregado em 

rotina após exaustiva padronização do método utilizado. Por esse motivo, 

foram escolhidas as melhores condições possíveis para o 

desenvolvimento do método por PCR em tempo real e posteriormente os 

resultados comparados com a técnica padrão ouro para a sexagem de 

embriões humanos que é a FISH. A escolha do melhor método para lise 
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celular como também as melhores regiões genômicas para o desenho dos 

primers e sonda é de fundamental importância para se obter os melhores 

resultados possíveis. Além disso, o extremo cuidado em relação a uma 

possível contaminação de DNA exógeno é ponto crucial para resultados 

consistentes e confiáveis.  

As regiões TSPY (DYS-14) e beta-globina foram 

escolhidas como alvo por serem cromossomo Y e 11 específicas, 

respectivamente. A região TSPY é uma região do cromossomo Y 

moderadamente repetitiva e conservada. A natureza repetitiva da região 

pode reduzir o impacto de variações pequenas no início da amplificação e 

pode conseqüentemente aumentar a chance de sucesso da técnica em 

célula única, sem o uso de nested primers. A região repetitiva aumenta a 

sensibilidade da técnica se comparar com a detecção de apenas uma 

cópia que é o que acontece com a região SRY, que é outra região 

especifica do cromossomo Y. Adicionalmente, a detecção de apenas uma 

cópia inicial pode gerar ADO, o que dificilmente aconteceria com TSPY 

por possuir 20 a 30 cópias por genoma. Já a região do gene da beta-

globina foi escolhida por três motivos principais. Primeiro, é uma região 

que já vem sendo usada no laboratório a longa data por outros 

experimentos com alto índice de sucesso de amplificação mesmo em 

pequenas quantidades de DNA (Martinhago et al., 2006b). Segundo, é 

uma região localizada no cromossomo 11 o qual dificilmente apresenta 

aneuploidia (Gardner e Sutherland, 2004), o que intitula a região como um 
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excelente controle, diminuído a possibilidade de grandes variações de Ct. 

Por ultimo, os primers foram desenhados para amplificar um fragmento da 

região da beta-globina que possui 4 cópias genômicas, e não apenas uma 

ou duas o que diminuiria a sensibilidade da técnica. 

A solução de lise a base de proteinase K foi escolhida por 

seus altos índices de sucesso de amplificação além de ser atualmente a 

melhor escolha de lise celular contra ADO, segundo alguns autores 

(Piyamongkol et al., 2003; Pierce et al., 1999). Além disso, foram testados 

outros protocolos de lise dos quais tivemos um índice de sucesso de 

amplificação bem abaixo do esperado. A solução de lise celular foi feita a 

cada 3 meses em alíquotas de 30µL que eram imediatamente congeladas 

a -20º C. Toda alíquota descongelada e não usada foi descartada, pois 

uma vez descongelada a proteinase K pode perder sua atividade, sendo 

usada sempre uma nova alíquota para cada reação.  

O principal motivo por ter escolhido o 25µL como volume 

final da reação foi o fato de apresentar mais uniformidade e consistência 

nos resultados além de resultar em menor índice de contaminação do que 

50µL como volume final. A uniformidade dos resultados provavelmente se 

deve ao fato de que a quantidade inicial de DNA é fixa (uma célula), 

portanto é mais fácil detectá-lo em um volume menor (Tabela 5). 

Concernente a contaminação, no protocolo com volume maior, era 

obrigatório à abertura dos microtubos antes do passo da lise celular para 

poder adicional a solução de proteinase K. Adicionalmente, foi usado uma 



Capítulo II    Identificação do sexo de embriões humanos através da análise de blastômero pelas técnicas da reação 
em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real) e hibridização in situ fluorescente (FISH) 

 

Ciro Dresch Martinhago 

 

104

solução salina dentro dos tubos para depositar a célula, o que é mais uma 

fonte de contaminação. Já no volume de 25µL, a embriologista colocava o 

blastômero direto na solução de lise, necessitando abrir o microtubo 

apenas para colocar os reagentes da PCR. Já os motivos da escolha de 

um mix pronto para realizar as reações de PCR em tempo real foram, 

primeiro, sua utilização evita possíveis fontes de contaminação durante a 

formulação do mesmo, e segundo, o mix já vem otimizado para o uso, não 

necessitando a otimização prévia dos reagentes, o que é na maioria das 

vezes dispendioso e caro. 

Existe apenas um trabalho na literatura que utiliza a PCR 

em tempo real como técnica para sexagem de embriões humanos (Pierce 

et al., 2000), porém utilizou outro método para detecção do produto 

amplificado (Molecular beacons), e outra região como controle que foi 

genes U2. No entanto, apesar do numero de blastômeros analisados no 

nosso trabalho ter sido menor, obtivemos o mesmo índice geral de 

amplificação que foi de 83,33% (45/54), contra 83,78% (155/185) Além 

disso, o nosso índice geral de amplificação de célula única bucal 

otimizada que foi 100% (33/33),é semelhante com o reportado pelos 

referidos autores que embora tenha sido em linfócitos, foi de 99,07% 

(107/108). Sendo assim, nossos dados confirmam a referência da 

literatura sobre que a PCR em tempo real possui os melhores índices na 

identificação sexual em célula única (exceto blastômero) (Pierce et al., 
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2000), pois o método de PCR fluorescente é de 97%, do FISH de 96% e 

por PCR convencional de 89% (Findlay et al., 1998). 

Perante os dados relacionados à PCR em tempo real em 

célula única, não houve diferença significativa dos Cts entre as células 

bucais e os blastômeros com o volume de 25µL. No entanto, podemos 

destacar que a variância de Ct entre os blastômeros foi maior que nas 

células bucais independente do volume final da reação. Isso 

provavelmente se deve pelas condições adversas que possa se encontrar 

em cada blastômero analisado, já que o DNA dessas células é oriundo de 

diferentes amostras e podem estar em diversas condições de haploidia 

(3n, 2n ou n) ou aneuploidia (Trissomias e monossomias). Além disso, 

pelo fato de se tratar de embriões que pararam sua divisão celular, seus 

blastômeros podem estar em condições de apoptose o que pode resultar 

em amplificação pobre ou ausência de amplificação. Certamente 

haveriam resultados mais consistentes e um índice de amplificação 

melhor, se fossem analisados blastômeros de embriões que clivam 

normalmente. Diferentemente, as células bucais oriundas de um mesmo 

indivíduo, apresentam uma grande similaridade genômica, assim podem 

gerar resultados mais uniformes. Além do mais, existe a possibilidade 

escolher as melhores células as quais eram bem delimitadas e continham 

núcleo visível durante o procedimento de isolamento de célula bucal, o 

que nem sempre é possível realizar com os blastômeros. Outro fato 

importante é que a média dos Cts resultantes do volume de 25µL foram 
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menores do que 50µL independente do tipo de célula, isso significa um 

aumento da sensibilidade da reação com o volume menor, com exceção 

TSPY em célula bucal masculina (P=0,2217). Além disso, o desvio padrão 

dos Cts foi menor em todas as reações de 25µL, com exceção apenas 

das células bucais masculinas (Tabela 5 e Figura 13).  

Na fase em que foi comparado a PCR em tempo real com 

a FISH para detecção sexual dos embriões em blastômeros, o índice da 

PCR em tempo real de 74,3% foi menor do que da FISH de 80,00%. 

Porém, não houve discrepância no diagnóstico dos embriões entre as 

duas técnicas, mostrando uma especificidade absoluta. Porém, se 

desconsiderarmos erros de fixação dos blastômeros, ou nos casos em 

que não foi visto núcleo na lâmina antes da análise (n=5), o índice da 

FISH aumenta para 96,67% dos casos (29/30).  

Estudos prévios sobre anormalidades genéticas em 

embriões produzidos por fertilização in vitro, documentam uma alta 

incidência de alterações cromossômicas e assume esse fato como a 

maior causa de falha de implantação e aborto precoce (Munné et al., 

1993, 1995 a, b, 1999; Delhanty et al., 1993 e 1997; Harper et al., 1995). 

No nosso projeto o qual utilizamos as sondas das cinco aneuploidias mais 

freqüentes em embriões impróprios para transferência, encontramos um 

índice de 54,17% (13/24 embriões) de embriões que possuíam pelo 

menos uma alteração cromossômica, conferindo o mesmo índice referido 

pela literatura.  
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Apesar de ter sido reconhecido um blastômero feminino 

tetraplóide (4n) por ter gerado o menor Ct para beta-globina (32,83), não 

foi possível reconhecer diferenças de DNA apenas pelo Ct. Como a 

máquina de PCR em tempo real que foi utilizada tem capacidade para 

detectar sondas de cinco comprimentos de onda diferentes, e nas 

reações para sexagem foi usado apenas três: um para o FAM, outro para 

VIC e o ultimo é da referência passiva que está contida no mastermix 

(ROX), existe a possibilidade de se incorporar pelo menos mais uma ou 

duas sondas com seus respectivos primers. Com a incorporação da 

detecção de mais uma região genômica, como por exemplo, do 

cromossomo 21, é possível que se possa diferenciar os casos de 

trissomia do 21 (Síndrome de Down) com a quantificação relativa (entre 

duas regiões). Isso já é feito com sucesso quando se tem uma razoável 

quantidade de DNA, como no caso de diagnóstico pré-natal através do 

líquido amniótico (Tsujie et al., 2006; Zimmermann et al., 2006). Na 

quantificação relativa, utiliza-se uma região como controle e outra para a 

dosagem, a relação entre os Cts das duas regiões determina se existe 

uma cópia a mais ou a menos (Gao et al., 2005; Joncourt et al., 2004; 

Writzl et al., 2005; Yobb et al., 2005). Isso foi realizado no projeto com as 

regiões da beta-globina e TSPY, onde apresentou uma diferença relativa 

de 4. Porém, para se obter resultados mais consistentes em quantificação 

relativa, deve-se usar um controle de região de cópia única. Portanto, 

como teste foi usado uma região crítica do cromossomo 21 (DSCR1) com 
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uma sonda marcada com NED que possui comprimento de onda diferente 

do VIC (cromossomo 11) e realizada a quantificação relativa em DNA de 

um indivíduo com Síndrome de Down comparado com o DNA de um 

indivíduo normal. Os resultados preliminares são animadores, pois foi 

possível diferenciar nitidamente a cópia a mais do DNA portador da 

trissomia do 21 (Figura 14). Esperamos em curto espaço de tempo, 

padronizar a reação para pequenas quantidades de DNA como em célula 

única e consequentemente diagnosticar blastômeros perante o sexo e 

portador da trissomia do cromossomo 21. 

 

Figura 14 - Análise de quantificação relativa por PCR em tempo real de 

DNA de um indivíduo com Síndrome de Down comparada com um DNA 

normal 

Note que na comparação da região do gene DSCR1 (cromossomo 21) apresenta 0,55 a 
0,75 cópias a mais que o individuo normal, evidenciando a enorme sensibilidade do 
método. 
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Outra possibilidade de estudo futuro em embriões com 

através duas técnicas, é a comparação de expressão de alguns genes 

que podem estar envolvidos com o mecanismo de aneuploidia. Através da 

técnica de FISH se diagnostica os embriões normais e aneuplóides e por 

PCR em tempo real compara-se a expressão dos genes (Gal et al., 2006; 

Rinaudo et al., 2006) 

 

Conclusao 

O método desenvolvido demonstrou rápido e seguro para 

a detecção do gênero sexual em célula única humana (bucal e 

blastômero), por uma tecnologia emergente chamada PCR em tempo 

real.  

A comparação entre PCR tempo real e FISH mostrou 

absoluta concordância no diagnóstico do sexo embrionário.  
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Anexo 1 – Protocolo de fixação de blastômero em lâmina para realizar 

FISH 

 

Solução de difusão e pré-tratamento 
1. Lavar os blastômeros biopsiados em meio Earle suplementado com 

0,5% de albumina humana, usando microscópio estéreo. 

2. Fazer um pequeno círculo atrás da lâmina (4mm). 

3. Transferir o blastômero para gota de a 1-2 µl de solução de difusão 

sobre a região marcada da lâmina. (Coonen et al., 1994) 

4. Espalhe o material nuclear utilizando um microscópio invertido 

(Olympus CK2; obj. 4x, 10x, 20x), não deixando a lâmina secar até 

que se visualize apenas o núcleo com citoplasma todo removido 

5. Deixar as lâminas secarem a temperatura ambiente.(30 min). 
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Anexo 2 – Protocolo de isolamento e envio de blastômero para PGD/PCR 

 

1. Manter a caixa congelada até que seja utilizada na biópsia. 
2. Deixe os tubos de PCR e suas tampas sob luz UV durante 20 

minutos. 
3. Descongelar a solução de lise apenas imediatamente antes do uso, 

e mante-la resfriada na caixa. 
4. Descongelar a solução de lise apenas uma vez, e descartar o que 

sobrar.  
5. Colocar 3uL da solução de lise em cada tubo. Manter os tubos 

fechados e na caixa para que não ocorra contaminação e 
mantenha os tubos resfriados.  

6. Sempre manter os tubos fechados e abrir apenas o que está sendo 
utilizado. 

7. Transferir para os tubos apenas blastômeros que seja visualizado 
núcleo, e logo que possível congelar os tubos. 

8. Transferir 2-5 µL do meio onde foi feito a biópsia em um tubo com 
solução de lise para ser utilizado como controle de contaminação 
(realizar um tubo para cada blastômero enviado). Esse tubo deve 
ser identificado com o número do embrião biopsiado com a letra C 
na frete.  

9. Em caso de dúvida de contaminação, descartar o material. 
10. Sempre usar luvas (sem talco) durante o procedimento, e caso seja 

necessário, troca-las constantemente. 
11. Identificar os tubos nas tampas. 
12. Imediatamente após o procedimento, congelar a caixa com os 

tubos durante pelo menos 3 horas. Sempre congelar a caixa no 
sentido correto (horizontal). 

13. Retirar a caixa do freezer apenas quando for transportado, e 
embalar em uma caixa de isopor forrada com gelo seco. 

14. Não deixar os blastômeros mais que 12 horas congelados para não 
comprometer a qualidade do DNA, e consequentemente o 
resultado do exame.  
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Anexo 3 – Protocolo para desenho de sondas e primers para PCR em 

tempo real 

 
Sondas TaqMan 

 
• Concentração de nucleotideos C-G entre 30 a 80% 

• Evitar nucleotídeos idênticos seqüenciais (especialmente guanina, 
onde há 4 ou mais G’s – Ex. catcggggtaac) 

• Evitar G na posição 5’ 

• Temperatura de anelamento entre 68-70º C p/ PCR quantitativa e, 65-
67º C para discriminação alélica. 

• Escolher regiões com mais C’s que G’s 
 

 

Primers (oligonucleotídeos iniciadores) 
 

• Concentração nuceotideos C-G entre 30-80% 

• Evitar nucleotídeos idênticos seqüenciais (especialmente guanina, 
onde há 4 ou mais G’s – Ex. catcggggtaac) 

• Temperatura de anelamento entre 58-60º C 

• Limite de G e/ou C na região final 3’. Os 5 nucleotídeos finais não 
devem ter mais que 2 G’s ou C’s 

• Manter os primers mais próximos possíveis da sonda sem sobrepô-los. 

• Usar tempo de anelamento de 60º C para PCR quantitativa, e 62º C 
para discriminação alélica.  
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Anexo 4 – Parecer do Comitê de Ética da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP 
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Anexo 5 – Parecer do Comitê de Ética da Universidade de Ribeirão Preto 

– UNAERP 
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