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RESUMO: Embrides bovinos produzidos in vitro (FIV) apresentam uma alta incidéncia de ano-
malias cromossdmicas. Porém, ainda néo foi determinado se esse quadro acontece em embrides
zebuinos. O presente trabalho objetivou avaliar a freqiiéncia de altera¢gdes cromossdmicas de
embrides FIV, de origem zebuina. Foram utilizados embrides FIV nos estagios de 2; 4; 8; 16
células e mérulas, produzidos a partir de o6citos coletados de ovarios de vacas Nelore abatidas.
Como controle foram utilizadas moérulas recuperadas de vacas Nelore superovuladas (PIV). A
leitura do cari6tipo foi realizada em microscopio 6tico apés preparo das amostras pelo método de
coloragdo convencional (Giemsa) e as diferengas foram estabelecidas pelo teste de x% ou %2 com
correcdo de Yates. Foram encontradas anomalias cromossdmicas em 29,9% (32/107) dos embri-
des FIV e 13,0% (3/23) dos embrifes PIV analisados (P>0,05). Igualmente, a incidéncia de anoma-
lias cromossdmicas ndo foi influenciada pelo estagio de desenvolvimento dos embrides. As alte-
racdes cromossémicas encontradas, tanto nos embrides FIV como nos PIV, foram mixoploidias e
poliploidias. Dos embrides FIV que apresentaram anomalias cromossémicas, 59,4% eram do sexo
feminino e 40,6% do masculino (P>0,05). Concluiu-se que aproximadamente um terco dos em-
brides zebuinos FIV apresenta anomalias cromossémicas e sua incidéncia néo esta associada a um
estagio de desenvolvimento embrionario especifico.
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CHROMOSOMAL ABNORMALITIES AT EARLY STAGES OF DEVELOPMENT IN ZEBU EMBRYOS
PRODUCED IN VITRO

ABSTRACT: Bovine embryos produced in vitro (IVF) have a high incidence of chromosomal
anomalies. However, such occurrence still was not determined in zebu embryos. The aim of the
present study was to evaluate the frequency of chromosomal alterations of IVF zebu embryos. It
was used IVF embryos of 2; 4; 8; 16 cells and compacted morulae derived from oocytes collected
from ovaries of slaughtered Nelore cows. Morulae recovered from superovulated Nelore cows
(IVP) were used as control. Embryonic cells were submitted to conventional procedures (Giemsa
staining) and karyotype reading with an optical microscope. Differences between normal and
abnormal karyotype was established using y? test. It was found chromosomal anomalies in 29.9%
(32/107) of IVF embryos and 13.0% (3/23) of IVP embryos (P>0.05). Also, incidence of
chromosomal anomalies was not influenced by the stage of development of IVF embryos.
Mixoploidy and polyploidy were the only chromosomal anomalies present in both, IVF and IVP
embryos.From IVF embryos that showed chromosomal anomalies, 40.6% and 59.4% were male
and female embryos, respectively (P>0.05). It was concluded that about one third IVF zebu embryos
at early stages of development present chromosomal anomalies and their incidence is not related
to a specific period of embryonic development.
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INTRODUCAO

Atualmente o Brasil ocupa um lugar de desta-
gue no emprego de tecnologias relacionadas a trans-
feréncia de embrido (TE). Segundo estatisticas da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Em-
brides, o Pais realiza por ano aproximadamente
25000 transferéncias de embrides produzidos in vitro
(FIV), colocando-se na lideranga mundial nesse ramo
de atividade (THiBIER, 2003).

A finalidade principal dessa tecnologia vem sen-
do a multiplicacdo de animais que apresentam ca-
racteristicas genéticas (reais ou especulativas) de alto
valor de mercado. Igualmente, embora em menor
escala, 0 emprego de embrifes vem sendo cada vez
mais considerado para viabilizar programas de se-
lecdo em nucleos de rebanhos submetidos ao pro-
cesso de ovulagdo multipla e transferéncia de em-
brides (Camarco, 2002).

Apesar da melhora nos processos de producéo,
particularmente dos sistemas de cultivo, o uso de
embrides FIV freqlientemente esta associado a pro-
blemas especificos de manutencéo de prenhez (mor-
talidade embrionéria precoce, abortos espontaneos),
producéo de bezerros “gigantes”, desvio da taxa de
sexo (em favor dos machos) e problemas de saude
dos bezerros nascidos (Bexsoobi et al., 1995 ; GARCIA
et al., 2002). Esses problemas tém sido atribuidos,
entre outros, as alteracgdes celulares de ordem gené-
tica e estrutural dos embrides. FARIN e FARIN (1995)
observaram uma sobrevivéncia quatro vezes maior
dos embrides bovinos produzidos in vivo (P1V) quan-
do comparados a embrides FIV. Segundo esses au-
tores, a baixa taxa de desenvolvimento dos em-
brides FIV seria o resultado dos danos em nivel
citoplasmatico e nuclear desses embrides durante o
processo de producdo. Existe evidéncia de que ma-
nipulagdes e/ou os métodos de cultivo in vitro pro-
vocam alteragdes estruturais e funcionais nos em-
brides (Fukui et al., 1991; King et al., 1992; PoLARD €
LeiBo, 1993; Crosier et al., 2001). Assim, sistemas de
producdo de embrifes FIV provocariam danos na
integridade dos cromossomos, resultando em me-
nor taxa de prenhez e em alteracBes somaticas do
embrido e do produto nascido (Viurr et al., 1999;
2000; HenbrikseN et al. 2001; FArin et al., 2001).

Sabe-se que as anomalias cromossdmicas podem
aparecer em qualquer etapa do processo de produ-
¢do do embrido (maturacédo, fecundacao, cultivo até
blastocisto) (Iwasaki e NakaHARA, 1990a; Iwasaki et

al., 1992). Na espécie Bos taurus taurus tem sido mos-
trada a existéncia dessas anomalias cromoss6micas
em embrides FIV e PIV nos estagios de 2 células até
blastocisto (HAre et al., 1980; King et al., 1987; lwasAki
e NakaHARA 1990a; b; Iwasaki et al., 1992; KAWARSKY
et al., 1996; LecHNIAK, 1996; YosHizawa et al., 1999;
Viurr et al., 1999; 2000; 2001; SLimaNEe et al., 2000;
LoNERGAN, et al., 2004). Diferentemente, ndo existem
informacdes sobre a incidéncia de anomalias
cromossdmicas dos embrides da espécie Bos taurus
indicus. Considerando que bovinos de ragas euro-
péias apresentam determinadas anomalias
cromossdmicas, como a translocagdo Robertsoniana,
ausentes nas racas zebuinas, ndo pode ser descarta-
da a possibilidade que diferencas especificas pos-
sam acontecer também em embrides dessas duas
subespécies. Essa informacdo é particularmente
importante considerando que as racgas zebuinas re-
presentam a grande maioria da populacdo bovina
do Brasil e constituem o principal mercado das em-
presas de FIV no Pais. O presente trabalho objetivou
caracterizar a incidéncia de alteracdes
cromossdmicas de embrides zebuinos FIV em dife-
rentes estagios de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Embrides FIV

Ovérios de fémeas zebuinas (Nelore) foram
coletados em um frigorifico regional, colocados
em solucdo salina (cloreto de so6dio a 0,9 %) acres-
cida de estreptomicina (100 ug mL*) e penicilina (100
Ul mL71), e transportados ao laboratério dentro de
uma caixa térmica na temperatura de 30 a 35°C. Os
oocitos, acompanhados das células do cumulus
oophorus (COCs), foram aspirados dos foliculos
ovarianos no periodo de 4 h apés o abate. Os COCs
foram lavados em meio H-199, constituido de
TCM suplementado com Hepes (25 mM), piruvato
(2,73 mM), sulfato gentamicina (50 ug mL?) e soro
fetal bovino (5%), e avaliados por critérios
morfologicos. Somente foram utilizados COCs que
apresentaram um cumulus oophorus intacto. Os COCs
selecionados foram colocados em meio B-199, cons-
tituido de meio TCM 199 suplementado com Hepes
(16,79 mM), bicarbonato de so6dio (28,57 mM),
piruvato de sodio (2,73 mM), sulfato de genta-
micina (50 ug mL™) e albumina sérica bovina-BSA
(4 mg mL1). A maturagdo dos odcitos foi realizada
colocando os COCs em meio B-199 adicionado de
estradiol 17f (1 ug mL1), PMSG (20 Ul mL?) e hCG

B. Industr.anim., N. Odessa,v.62, n.2, p.135-140, 2005



ANOMALIAS CROMOSSOMICAS NO INICIO ... 137

(10 Ul mL?), seqguida de incubacdo durante 24h, a
temperatura de 38,5°C e ambiente de 5% de CO,
(estufa modelo 3140 da Forma Scientific, Inc.). Apés
maturados, os odcitos foram lavados em meio H-
199 e TALP-FIV e distribuidos em gotas sob 6leo
mineral. Cada gota era formada de 70 uL de meio
TALP-FIV-PHE, 10 uL de suspensédo de esperma-
tozoides a concentracdo de 10X10° mL™* (preparada
segundo Parrish et al., 1995), e 20 uL de suspensao
contendo 10-12 odcitos. Apds um periodo de incu-
bacdo de 18 a21h no mesmo ambiente da maturacao,
0s odcitos (presumivelmente fecundados) foram la-
vados e transferidos para gotas de desenvolvimen-
to, constituidas de 78 uL. meio B-199-CEOB, 2 uL de
fragmentos de células epiteliais de oviduto bovino
e 20 pL de suspensédo contendo 10 odcitos e cultiva-
dos nas mesmas condic¢es da maturacdo. Ao alcan-
car os estagios de 2; 4; 8; 16 células e morula com-
pacta os embrides foram submetidos a analise
citogenética.

Embrides PIV

Mérulas Grau | e Il produzidas in vivo foram uti-
lizadas como controle da incidéncia de anomalias
cromossdmicas para esse estagio de desenvolvimen-
to. Os embribes foram obtidos de vacas Nelore
superovuladas com FSH-LH conforme metodologia
descrita por ALvarez et al. (1999). A lavagem dos
cornos uterinos foi realizada por via cervical, utili-
zando um sistema de circuito fechado, no dia 7 ap6s
a inseminacdo (com sémen do mesmo touro usado
nos embrides FIV). ApOs recuperacéo, os embrides
foram avaliados morfologicamente e em seguida
foram submetidos ao processo de cariotipagem de
forma semelhante aos embrides FIV.

Analise cromossdémica dos embrifes

Os embrides foram cultivados durante 8 a 12
horas em meio TCM, suplementado com soro fetal
bovino (10%) e colchicina (0,03 ng mL?). Posterior-
mente foram transferidos para uma solucao
hipot6onica (citrato de sodio 0,9%) durante 10 minu-
tos a 20°C e em seguida os embrides foram fixados
sobre uma lamina, com metanol:acido acético (3:1).
A analise cromossOmica foi realizada em microscé-
pio Gptico, apos coloracdo com Giemsa.

Analise estatistica de dados.

Os resultados foram analisados pelo teste de Qui-
guadrado (y?) ou.x2com corre¢do de Yates.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 107 embrides FIV analisados, 32 (29,9%)
apresentaram anomalias cromoss6micas. Enquan-
to que, os embrides PIV (moérulas) apresentaram
uma incidéncia de 13,0% (3/23). As morulas FIV
contribuiram com 24,1% (7/29) e os embrides de 2;
4; 8 e 16 células com 32,1% (9/28), 39,1% (9/23),
26,7% (4/15) e 25,0% (3/12), respectivamente,
(P>0,05). (Figura 1).
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Figura 1. Anomalias cromossdmicas de embrides
zebuinos FIV em diferentes estagios de de-
senvolvimento (MoPIV = mérulas produzi-
das in vivo)

Outros autores também néo evidenciaram dife-
rencas significativas entre os diferentes estagios de
desenvolvimento precoce do embrido bovino.
Iwasaki € NAKAHARA (1990a) encontraram 36,8%;
26,1%; 20,0% e 57,1% de anomalias nos embrides de
2;4; 8 e 16 células, respectivamente; LEcHNIAK (1996)
observou 23,3% de anomalias em embrides de duas
a dezesseis células, resultado préoximo & média ob-
tida no presente estudo. YosHizawa et al. (1999) en-
contraram anomalias cromossdmicas (haploidia) em
80% dos embrides de duas a dez células. Contudo,
segundo os proprios autores, esse resultado extre-
mo seria devido a baixa concentracdo do sémen uti-
lizado no experimento. Considerando esses resul-
tados, é provavel que o periodo de maturagao e
fertilizacdo in vitro, e ndo o estagio de desenvolvi-
mento, levem a uma maior incidéncia de anomalias
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cromossdémicas,conforme sugerem IwAsAakl €
NAKAHARA (1990b), os quais observaram 18% e 22%
de anomalias cromoss6micas em embrifes FIV cul-
tivados in vitro ou in vivo (em oviduto de coelha),
respectivamente.

Diferentemente do observado em embrides
taurinos, os embrides FIV zebuinos ndo apresenta-
ram maior frequéncia de anomalias cromoss6micas
guando comparados com embrides PIV. Embora
nem sempre essa diferenga entre embrifes bovinos
FIV e PIV pode ser estabelecida (HENDRIKSEN et al.,
2001), a maioria dos trabalhos tem associado maior
incidéncia de anomalias cromossémicas em em-
brides FIV quando comparado com embrides PIV
(lwasaki e NakAHARA, 1990a; Viurr et al., 1999; 2001).

A mixoploidia e poliploidia foram as Unicas ano-
malias observadas, tanto nas mérulas FIV como nas
PIV. A mixoploidia foi a alteracdo que apresentou
maior prevaléncia nos embrides FIV e PIV, no inicio
de desenvolvimento, o que esta em acordo com tra-
balhos de outros autores ( HARE et al., 1980; lwAsAKiI
e NAkAHARA, 1990a; Iwasaki et al., 1992; KinG et al.,
1995; YosHizawa et al.., 1999; Viurr et al., 1999; 2000;
2001; HenprIkseN, et al., 2001). Esta anomalia apre-
sentou diferentes rearranjos (n/2n; 2n/3n; 2n/4n,
3n/4n), sendo que na maioria dos casos (acima de
80%) existiu uma linhagem celular normal de 2n=60.

A incidéncia de poliploidia (3n e 4n) dos em-
brides FIV nos estagios de morula e de duas a 16
células foi 0,9 % e 10,3 %, respectivamente. Freqiién-
cias semelhantes foram reportadas, em embrides bo-
Vinos, por lwasaki et al. (1989), Kawarsky et al. (1996)
e LecHNIAK (1996). Por sua vez Viurr et al. (2000) ob-
servaram apenas 5,6% da referida anomalia em
embrides bovinos de duas a oito células e 0% nos
embrides acima de nove células. Esses resultados
sugerem que o desenvolvimento de embrides
poliploides € menor e aparentemente reprimido a
partir do terceiro ciclo celular. As poliploidias po-
deriam ser explicadas devido a erros na fertiliza-
cdo, levando a penetracdo de mais de um
espermatozoide no évulo), e/ou a ndo expulsdo
do segundo corpusculo polar ou ainda a fertiliza-
¢do de um 6vulo diploide por um espermatozdide
(Hare e SingH,1979). Segundo Long et al. (1994), o
aumento do tempo de cultivo e da concentragdo
espermatica eleva a fecundacdo polispermatica.
Com base em suas investiga¢des, lwasaki e
NakaHARA (1990b) sugeriram que a principal causa
da triploidia de embrifes bovinos FIV seria a ocor-

réncia de polispermia. Igualmente, a taxa de
polispermia pode ser aumentada em duas ou trés
vezes, quando os odcitos sdo liberados das células
do cumulus antes da fecundacao in vitro (BEHALOVA
e GREVE, 1993).

Dos 75 embrides FIV que apresentaram um
cariotipo normal, 40 (53,3%) eram do sexo masculi-
no (2n=60,XY) e 35 (46,7%) do sexo feminino (2n=
60,XX)

Embora néo significativo (P>0,05), os dados su-
gerem que as condi¢Bes de manipulacéo e cultura
in vitro influenciaram a raz&o do sexo em favor dos
machos, conforme indicam Yabpav et al. (1993),
WUuURTH et al. (1994), LoNERGAN et al. (1999) e GARcIA
et al. (2002). Dos 32 embrifes FIV que apresentaram
anomalias cromossdmicas, 19 (59,4%) eram do sexo
feminino e 13 (40,6%) do masculino (Figura 2). Se
confirmada com um maior namero de repetic¢des,
essa informacéo poderia eventualmente explicar o
maior nimero de nascimento de bezerros machos
oriundos de embrides FIV.

E mixoploidias

W poliploidias

Anomalias cromossdmicas (%)

Machos Fémeas

Sexo do embriao

Figura 2. Anomalias cromossdmicas de embrides
zebuinos FIV conforme o sexo do embrido

CONCLUSAO

Dos resultados observados no presente estudo
conclui-se que aproximadamente um terco dos em-
brides zebuinos FIV apresenta anomalias
cromossOmicas e sua incidéncia independe do esta-
gio de desenvolvimento embrionario.
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