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Citogenética de ovocitos bovinos maturados in vitro
Cytogenetic of bovine oocytes matured in vitro
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Resumo

Muitas biotecnologias da reprodugdo usam ovocitos de ovarios obtidos em abatedouro ou por aspiracéo
folicular in vivo. Estes ovdcitos que sdo maturados in vitro e frequentemente sdo submetidos a choques
osmoticos, processo de resfriamento ou criopreservacédo, e passam por meios de maturacdo que tem hormonios,
entre outros componentes. Estes fatores podem induzir alteragGes cromossdmicas. Ovécitos com anomalias
cromossdmicas levam a reducfes nas taxas de embrifes vidveis. A presente revisdo, baseada em pesquisas
realizadas em bovinos, tem o objetivo de alertar para a importancia da realizacdo de analise citogenética dos
ovdcitos maturados in vitro.
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Abstract

Many reproductive biotechnology use oocytes of ovaries obtained at slaughterhouse or by follicular
aspiration in vivo. These oocytes, are matured in vitro and often are submitted to osmotic shock, cooling and
cryopreservation processes , and get in contact with different maturation media which contains, hormones,
among other components. These factors, can lead to chromosomal changes. Oocytes with chromosomal
abnormalities results in a decrease of embryo viability. The present review is based on researches done in
bovine and aims to alert the need to cytogenetic analysis of oocytes matured in vitro.
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Introducéo

Uma das principais causas de mortalidade embrionaria é atribuida a anormalidades cromossémicas
(King, 1990). Pesquisas em embrides bovinos produzidos in vitro mostram maior frequéncia de células
poliploides do que aqueles embriGes produzidos em sistemas in vivo (Viuff et al. 2001). Estudos relatam uma
incidéncia de 15-30% de anormalidades cromossémicas em embrides bovinos produzidos in vitro, mostrando a
importancia do monitoramento dos gametas usados, uma vez que parte destas alteracdes é devida aos ovdcitos e
espermatozoides (Iwasaki et al., 1989; Iwasaki e Nakahara, 1990; King et al., 1995; Ocafia-Quero et al., 1999a).

Os principais estudos citogenéticos em ovocitos bovinos referem-se as analises de ovocitos em estagio
de metéfase Il (MII), que em sua normalidade apresentam 30 cromossomos (n=30,X), sendo a alteragao do tipo
numérica mais comum. Neste sentido, existem duas formas principais de ocorréncia desta anomalia nos
ovdcitos: aneuploidia, caracterizada pela perda ou adi¢do de um simples cromossomo, que pode ocorrer tanto na
primeira como na segunda divisdo meiotica da gametogénese, ndo excluindo ainda, deste processo, a anafase
tardia. A outra forma é a diploidia, caracterizada por um conjunto genémico sobressalente, sendo esta a alteracdo
numérica mais frequente em ovocitos bovinos maturados in vitro. A diploidia ovocitaria, em sua maioria, é
ocasionada pela ndo eliminacdo do primeiro corpusculo polar (Lechniak et al., 2002). Também podem ocorrer
erros mitéticos de células germinativas, gerando oog6nias poliploides e consequentes ovdcitos diploides, apos
sua divisdo meidtica (Funkai e Mikamo, 1980). Além dessas anormalidades identificadas nos ovocitos em
estagios de metafase I, distdrbios encontrados nos estagios de metafase | (MI) e anafase | (Al) sdo importantes
na avaliacdo da progressdo meictica (Ectors et al., 1995; Lechniak et al., 2002).

Embrides triploides de bovinos tém sido relatados em estudos cromossdémicos (lwasaki et al., 1989;
King, 1990). Uma das causas para a ocorréncia destes embrides ¢é a fecundacdo de ovocitos diploides (digénia), e
outra é a possibilidade da ocorréncia de polispermia ou fecundagdo por espermatozoide diploide (diandria;
Lechniak et al., 1996). Estudos citogenéticos em ovécitos bovinos mostram uma frequéncia de 2,0-12,0% de
diploidia (Jagiello et al., 1974; Ectors et al., 1995; Lechniak et al., 1996; Sosnowski et al., 1996) e 6,0-7,0% de
aneuploidia (YYadav et al., 1991; Lechniak e Switonski, 1998). Estas alteracdes citogenéticas nos ovécitos, apos
fecundacdo, contribuem de forma efetiva para o aumento da taxa de perdas embrionarias.
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As pesquisas sobre desordens citogenéticas em ovécitos ganharam grande impulso com o a metodologia
descrita por Tarkoski (1966), que tem como base a fixacdo direta do ovdcito na lamina. A relevancia da técnica
reside no fato de proporcionar facilidades na execucgdo, rapidez e baixo custo para a elaboracdo dos
experimentos. E importante considerar que a anélise citogenética de aneuploidias com esta técnica incorre na
possibilidade de perdas cromossdmicas no momento da fixagdo, sendo indicado que o calculo das aneuploidias
seja realizado em fungdo do nimero de metafases hiper-haploides (Yadav et al., 1991). Em relacéo as analises de
diploidias, considera-se um ovécito diploide quando 2n = 60 ou com mais de 50 cromossomos com presenga dos
dois cromossomos sexuais X, com auséncia do primeiro corpulsculo - fato que caracteriza a retengdo do mesmo
(Lechniak et al., 1996). Aperfeicoamentos e modificaces desta técnica tém sido realizados no sentido de
melhorias na qualidade das analises citogenéticas dos ovdcitos, tanto do nimero como da morfologia dos
cromossomos (Ocafia-Quero et al., 1998).

Atualmente, técnicas como a hibridagdo in situ por fluorescéncia tém sido utilizadas no estudo de
ovdcitos. Tais métodos proporcionam maior acuracia na identificacdo de aneuploidias em gametas, quando
comparados com a metodologia classica (Cheng et al., 1998). Outra vantagem € que pode ser utilizado o
corpusculo polar como material de estudo para andlises de alteracGes cromossdmicas dos ovocitos (Munne et al.,
1995). A técnica de imunocitoquimica também é muito utilizada para observagéo da organizagdo e configuragao
dos cromossomos e fuso meidtico, especialmente em estudos de ovdcitos resfriados ou criopreservados (Aman e
Parks, 1994; Saunders e Parks, 1999; Kim et al., 2007). O custo, infraestrutura laboratorial e tempos de execucéo
destas metodologias sdo fatores que podem limita-las na rotina laboratorial.

Antes mesmo do estudo citogenético dos ovdcitos, deve-se considerar, quando possivel, a analise
cromossdmica dos progenitores. Em bovinos, a translocacdo robertsoniana 1/29 € muito comum, em que o
animal apresenta um fenétipo normal, porém uma reducéo na fertilidade de 3-5%. Estudos em ovécitos de vacas
translocadas mostram aumento de metéafases |1 com anomalias citogenéticas (Bonnet-Garnier et al., 2008).

Monitoramento citogenético de ovécitos maturados in vitro

As pesquisas sobre alteragdes cromossémicas em ovécitos tornam-se importantes uma vez que 0sS
sistemas de cultivo in vitro estdo sujeitos a grandes influéncias de variaveis externas. Entre outras, destacam-se
choques térmicos, choques osméticos, resfriamentos, meios de cultivo, horménios, tempo de cultivo, pH,
osmolaridade, antibidticos, luz e criopreservacdo. Entretanto, € necessario destacar que efeitos individuais
podem influenciar nas taxas de alteragdes cromossdmicas de ovécitos bovinos maturados in vitro. Em estudo
com ovocitos obtidos de 37 ovarios de vacas colhidos de forma individualizada, 23 (62%) apresentaram ovadcitos
diploides sendo que, destes, 15 animais apresentaram uma célula diploide, sete apresentaram duas e, em apenas
um animal havia trés ovécitos diploides, mostrando consideravel efeito individual na taxa de diploidia
(Lechniack et al., 1996)

Diametro ovocitario e folicular

A relacdo entre diametro do ovdcito e competéncia para completar a divisdo mei6tica in vitro tem sido
relatada em diferentes espécies, incluindo bovinos (Otoi et al., 1997). Lechniack et al. (2002) mostraram que
ovécitos bovinos com didmetro inferior a 110 um apresentam aumento de distarbios citogenéticos na progressao
meiGtica, em particular em estagios de metafase | e anafase 1. Arlotto et al. (1996) relataram a ocorréncia de
eliminagdo tardia do primeiro corplsculo polar em ovocitos coletados de pequenos foliculos (1-3mm), quando
comparado aqueles obtidos de foliculos maiores (>3mm), indicando maior competéncia destes Gltimos. Ectors et
al. (1995), ao estudarem ovdcitos obtidos de classes foliculares entre 1-4, 5-8 e 9-13mm, ndo observaram
diferencas quanto a incidéncia de metafase I com anormalidades cromossémicas. Eles sugerem maior relagdo do
diametro folicular com fatores citoplasmaticos e ndo nucleares. Entretanto, Ocafia-Quero et al. (1999b)
verificaram que ovécitos bovinos obtidos de foliculos de 11-15mm apresentaram maior taxa de ovdcitos
diploides. Os achados relatados acima indicam cuidados quanto aos ovécitos obtidos tanto de foliculos muito
pequenos quanto muito grandes, em funcao de maiores riscos de alteracdes cromossémicas.

Meio de cultivo e tempo de maturacéo

Em relagdo ao cultivo in vitro, Ocafia-Quero et al. (1999b) compararam meios de maturagdo compostos
por TCM-199 com 0, 10, 20 e 50% de soro sanguineo de vaca em estro e observaram 2,1; 4,3; 5,1 e 12,4% de
ovdcitos diploides, respectivamente. Estes achados mostram evidente influéncia da concentragcdo de hormonios
contida no soro sobre as alteragBes citogenéticas de ovdcitos bovinos. Em humanos, Tarin e Pelicer (1990)
reportaram aumento de ovdcitos diploides obtidos de mulheres superovuladas, relacionando os horménios com o
controle da meiose ovocitaria. Além dos efeitos hormonais, o tempo de cultivo pode influenciar a normalidade
cromossdmica. Ovécitos bovinos maturados por 48 horas apresentaram aumento significativo de diploidia
guando comparado a ovocitos maturados por 24 ou 36 horas (Ocafia-Quero et al., 1999b).
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Resfriamento e Criopreservacao

Pesquisas mostram que o resfriamento leva a dispersdo do fuso meiético - fenémeno que pode conduzir
a alteracdes cromossdmicas nos ovocitos, em funcdo de ndo disjunces cromossémicas (Moor e Crosby, 1985;
Glenister et al., 1987). O fuso também apresenta grande capacidade de reorganizacdo ap6s retorno ao cultivo
(Aigner et al., 1992; Aman e Parks, 1994).

O resfriamento a quatro ou 29 °C, em diferentes periodos de maturacdo, ndo induz ao aumento de
aneuploidias e diploidias em ovdcitos bovinos apds completarem 24 horas de maturacgdo in vitro (Luna et al.,
2007; Luna et al., 2008). Entretanto, o cultivo de ovocitos bovinos em temperatura subotima de 37 °C, durante
24 horas de maturacgdo in vitro, leva ao aumento significativo de alteracdo cromossémica do tipo diploidia,
guando comparado a ovdcitos cultivados a 39 °C (Ocafa-Quero et al., 1999b). Alerta-se para o controle da
temperatura do meio de cultivo ovocitario durante o periodo de maturagdo in vitro, o qual ndo deve sofrer
oscilagdes continuas ou mesmo maturagdo em temperatura sub6tima, uma vez que nestas condi¢fes aumenta o
risco de ocorrer erros cromossémicos (Lechniak et al., 1996).

Em relacdo aos efeitos da criopreservacdo e do estagio de maturagdo, diversos estudos tém sido
realizados. Ovécitos imaturos (estagio de vesicula germinativa), por ainda ndo terem formado o fuso meiético,
seriam uma alternativa para se evitar os efeitos deletérios causados pela criopreservacgdo, entretanto, baixos
indices tém sido obtidos nas taxas de maturacdo, clivagens e desenvolvimento embrionario apds a congelagdo de
ovacitos no estagio de vesicula germinativa (Costa et al., 2002; Kim et al., 2007). Lim et al. (1992) verificaram
gue ovacitos bovinos criopreservados, ap0s inicio da maturacdo ou em estagio de metafase Il, apresentam
melhores resultados do que ovdcitos criopreservados imaturos. A criopreservacao de ovdcitos bovinos com 12
horas ap6s 0 comeco da maturagdo demonstrou maior sucesso do que a congelacéo de ovocitos imaturos ou com
seis e 24 horas ap6s o inicio da maturagdo (Hochi et al., 1998). Neste sentido, pesquisas com ovocitos bovinos
vitrificados mostram que o estagio de maturacdo pode influenciar na incidéncia de ovocitos diploides. Ovécitos
vitrificados em estagio de vesicula germinativa ou ap6s oito horas do inicio da maturacdo apresentaram aumento
significativo de diploidias, apds completarem a maturacdo, mas ndo naqueles vitrificados com 12 ou 24 horas de
maturacdo in vitro (Luna et al., 2001). Este fendmeno pode ocorrer em funcdo de que nos periodos iniciais de
maturacdo, o fuso encontra-se em formagéo e desenvolvimento, podendo haver alteragdes que impossibilitem a
eliminagdo do primeiro corpusculo polar, resultando em metéfases diploides. Contudo, ndo foram obtidos os
mesmos resultados com relagdo as aneuploidias. A ndo ocorréncia de aneuploidias poderia ser atribuida aos
ovdcitos que reorganizaram a estrutura do fuso meidtico, tornando-se aptos a terminar a meiose sem alteracGes
cromossémicas (Luna et al., 2005).

Considerando o exposto, € de fundamental importancia 0 monitoramento citogenético de ovdcitos
bovinos maturados in vitro, a fim de se verificar possiveis fatores que possam reduzir a viabilidade de embrides
produzidos in vitro.
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