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Resumo

Com a evoluc¢do das biotecnologias da reproducdo, o avango dos programas de melhoramento genético
animal e a necessidade de conservacdo de ragas em risco de extingdo, o monitoramento do material genético
bovino ¢ de fundamental importincia. Entre os meios de monitoramento de germoplasmas, a citogenética
constitui uma das ferramentas acessiveis para grande parte dos laboratorios ligados a reproducdo animal. O
presente trabalho busca mostrar a relevancia da citogenética no monitoramento de germoplasma bovino.
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Abstract

With the evolution of reproduction technologies, advancement of animal breeding programs and the
need for conservation of breeds in dangers of extinction, the monitoring of bovine genetic material is
fundamental importance. Among the means to monitor these germplasms, the cytogenetic constitutes one of tools
available for most laboratories engaged in animal reproduction. The present work shows the relevance of

cytogenetics in the monitoring of bovine germplasm.
Keywords: cattle, chromosomes, karyotype.
Introducao

O numero cromossoémico diploide dos bovinos ¢ de 60 cromossomos. Os cromossomos autossémicos
sdo todos acrocéntricos e, no caso dos pares sexuais, o cromossomo X ¢ submetacéntrico, sendo um dos maiores,
e oY ¢ acrocéntrico nos zebuinos (Bos taurus indicus) e submetacéntrico nos taurinos (Bos taurus taurus), sendo
um dos menores do conjunto cromossémico. Ainda em taurinos, Jorge (1974) identificou na raca Jersey o
cromossomo Y com morfologia metacéntrica. Desta forma, o cromossomo Y pode ser considerado um marcador
diferencial das duas subespécies (Jorge et al., 2006). Provavelmente a origem deste polimorfismo seja uma
inversdo pericéntrica do cromossomo Y, a qual envolve o centromero, originando um cromossomo com
centrdmero em posic¢do diferenciada (Tambasco, 1976). A padronizagdo do caridtipo nesta espécie ¢ realizada
pelo sistema internacional de nomenclatura para cromossomos de bovideos domésticos (ISCNDB, Di Berardino
et al., 2001).

A citogenética apresenta importante papel na area da veterindria, e por meio dela diferentes animais sdo
estudados, destacando-se aqueles utilizados como fonte de alimento para o homem, como os suinos e os bovinos
(Basrur e Stranzinger, 2008), sendo imprescindivel sua continua reproduc@o. Neste sentido, apos conhecimento
do nimero e da morfologia dos cromossomos dos bovinos, diversas cromossomopatias foram relatadas. Estas
anormalidades (numéricas ou estruturais) podem levar a casos de subfertilidade ou esterilidade (Swartz e Vogt,
1983). Desta forma, a integridade genética avaliada pelo estudo dos cromossomos dos rebanhos bovinos ¢ de
fundamental relevancia para o sucesso de programas de reprodugdo (Adam et al., 2005).

Segundo Gustavsson (1977), as alteragdes cromossomicas em bovinos podem ser subdivididas em trés
categorias, dependendo do grau das manifestagdes fenotipicas:

e anomalias cromossomicas com graves efeitos conformacionais e/ou de fertilidade, ex.: trissomias em
cromossomos autossomicos, freemartinismo e sindrome de Klinefelter (XXY);

e polimorfismos cromossomais com pequenos efeitos fenotipicos e/ou redugdo de fertilidade, ex.: translocagdo
1/29 e outras fusdes céntricas;

e anomalias cromossomicas secundarias, ex.: quebras e dele¢des.

A prevaléncia de aberragdes cromossdmicas em bovinos com fenoétipo normal ¢é inferior a 1%
(Gustavsson, 1980), entretanto grandes variacdes podem ocorrer entre as ragas e sua localizagdo geografica.
Neste sentido, Pinheiro et al. (1980) e Moraes et al. (1982) relatam prevaléncias de 4,4 e 6,4%, respectivamente.
Ainda, estudo realizado por Tambasco (1976) mostra que, em animais normais, a prevaléncia ¢ de 4,4%, e entre
os animais fenotipicamente anormais de 21,7%.

Recebido: 25 de novembro de 2010
Aceito: 01 de junho de 2012



oY,

Luna. Citogenética classica aplicada ao monitoramento de germoplasma bovino

Em relago a discussao sobre o fator idade em bovinos, alguns pesquisadores sugerem que animais de
idade >9 anos apresentem maiores chances de nao disjungdes cromossomicas, no entanto o risco ndo ¢ maior que
1% (Schmutz, 2003). Os trabalhos nesta linha de pesquisa em bovinos ainda sdo escassos e nao conclusivos.

Atualmente, diferentes biotecnologias de reprodugdo sdo aplicadas com objetivo de conservacgdo e
propagacao do material genético bovino. Assim, o monitoramento citogenético, aliado a outras ferramentas,
como a biologia molecular, faz-se de grande importancia a fim de garantir a integridade do germoplasma bovino
transmitido a geragdes futuras desta espécie.

Estudo citogenético do cromossomo Y

Quando a América foi colonizada, diversas racas foram introduzidas e se adaptaram as condigdes
ambientais locais. Neste sentido, as racas ibéricas trazidas pelos colonizadores espanhdis e portugueses siao
consideradas como naturalizadas (locais ou crioulas). Ja os bovinos importados, a partir do final do século XIX e
inicio do século XX, sdo considerados como ragas exoéticas. Por cruzamentos absorventes, estas ragas exoticas
causaram uma rapida substituicdo e erosdo genética nas ragas locais, e apresentam niveis de producdo mais
baixos, mas distinguem-se destas por estarem totalmente adaptadas aos tropicos — onde sofreram uma longa
selegdo natural (Egito et al., 2002).

O estudo citogenético do cromossomo Y tem sido utilizado como uma importante ferramenta de analise
das “contaminagdes” por zebuinos em racas naturalizadas. Espera-se, nos animais naturalizados, encontrar a
morfologia submetacéntrica do cromossomo Y, caracteristica da subespécie Bos taurus taurus. Issa et al. (2006)
estudaram 12 touros da raca Pantaneiro (Tucura) e encontraram trés (25%) touros com cromossomos Y
submetacéntricos e nove (75%) acrocéntricos. Outro estudo com 75 touros da raca local Curraleiro (Pé-duro) foi
realizado por Britto e Mello (1999), os quais observaram que 24 (32%) eram submetacéntricos e 51 (68%)
acrocéntricos. Na raca Caracu, também considerada uma raca local, de 43 touros estudados, 12 (30%)
apresentaram Y submetacéntricos e 31 (70%) acrocéntricos (Pinheiro, 1984a). Issa et al. (2009) observaram que,
nas ragas naturalizadas Crioulo Lageano (dois animais) e Junqueira (quatro animais), todos os animais
apresentavam a morfologia submetacéntrica do cromossomo Y. Ainda, no mesmo trabalho, 12 touros da raga
Pantaneiro, oriundos da regido norte do Pantanal, apresentaram a morfologia acrocéntrica do Y. Como visto
pelos estudos acima, ocorreram cruzamentos absorventes com zebuinos, fato que ndo inviabiliza os esforcos de
preservacdo destes germoplasmas extremamente adaptados; ao contrario disso, tais estudos mostram a
necessidade de se fazer trabalhos para uma “descontaminacdo” racial com uso de animais que possuam
ancestralidade taurina (Britto e Mello, 1999).

Outras ragas introduzidas na América tém sido estudadas. A raca Crioula Uruguaiana foi estudada por
Postiglioni et al. (1996) em 99 animais (73 fémeas e 26 machos). Em todos os machos foi encontrada a
morfologia metacéntrica do cromossomo Y, confirmando a origem taurina. No mesmo estudo, relatou-se uma
frequéncia de 6% de fraturas no cromossomo X, relacionadas ao sitio fragil Xq3.1. Os autores discutem que esta
alta frequéncia poderia estar ligada a processo de endogamia, em razdo da reducdo do niimero de animais desta
raca. Esta fragilidade cromossdmica tem sido associada a problemas de fertilidade na espécie bovina (Rincén et
al., 1997).

Por outro lado, em relacdo a formagdo de racas sintéticas, encontra-se a Santa Gertrudis (5/8
taurino/Shorthorn; 3/8 zebuino/Brahman), da qual se espera, pelo cruzamento classico, a observacdo do
cromossomo Y submetacéntrico. Entretanto, Issa et al. (2004), ao estudarem oito machos ndo aparentados,
encontraram em todos os animais a morfologia acrocéntrica do cromossomo Y, sugerindo, entdo, que a obtengdo
desta raga sintética ndo tenha sido pelo sistema classico. Estudos historicos sobre a origem da raga Santa
Gertrudis levam ao touro Monkey que foi considerado o fundador da raga e utilizado em estreita endogamia, o
qual era filho de um touro Brahman de nome Vinotero. Assim, a origem do Y acrocéntrico deve ser proveniente
deste animal. Estes achados ja haviam sido confirmados por Moraes (1978). Na raga sintética Canchim, formada
por cruzamentos entre a raga Charolesa com zebu, Tambasco (1976) observou que 100% dos animais de seu
estudo apresentavam Y submetacéntrico, igualmente observado na raga Pitangueiras (Pinheiro, 1979). Ja na raga
Ibagé foi observado polimorfismo do cromossomo Y (Moraes 1978; Pinheiro, 1979), assim como no gado
tropical leiteiro oriundo do cruzamento orientado das ragas Holandesa e Jersey versus as ragas Gir e Sindi (Pires
et al., 1994).

Em relagdo ao estudo do cromossomo Y e sua relagdo com a fertilidade, ganham destaque os casos de
fémeas bovinas estéreis que apresentam constitui¢@o cromossomica 60,XY. Kawakura et al. (1996) relataram em
seis novilhas estéreis o caridtipo 60,XY. Estas novilhas ndo possuiam o gene SRY, analisado por técnica de
PCR; devido a este fendmeno, mostravam-se aparentemente como fémeas normais. Em outro estudo, em uma
novilha com ovarios e iitero com conformagdes aparentes normais porém sem manifestagdo de cio até os 23 meses de
idade, Kondoh et al. (1992) também relataram a constitui¢do cromossomica 60,XY.
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Mosaicismo cromossomico: diferentes linhagens celulares quanto ao cariétipo em um mesmo individuo

Em bovinos, diferentes complementos cromossomicos tém sido relatados. Pires et al. (1999), ao
estudarem 51 vacas da raga Nelore e 12 do tipo Tropical, encontraram em um animal Nelore o mosaicismo
59,X0(1,23%)/60,XX (97,85%)/61, XXX (0,92%). Esta vaca apresentava ciclo estral normal e iniciou cinco
prenhezes, produzindo trés bezerros viaveis, um natimorto e, na ultima gestacdo, um feto mumificado de
aproximadamente seis meses. Os autores discutem que a origem desse mosaicismo possa ter ocorrido por um
erro mitotico durante a embriogénese tardia e ainda que este complemento cromossdémico ndo ocorra de forma
exclusiva em fémeas estéreis.

Tambasco (1976) observou dois casos interessantes de mosaicismo: uma vaca Charolesa estéril de
12 anos de idade, sem alteragdes fenotipicas, apresentando mosaicismo 60,XX e 61,XX + 13 (em 18% das
células analisadas) e um touro Nelore considerado normal com complementos cromossomicos 60,XY ¢ 61,XY + 10
(em 5,7% das células analisadas). Como, de um modo geral, a trissomia autossdmica leva a morte embrionaria
ou a deformacgdes fenotipicas graves, estes achados sugerem mosaicismo ndo representativo nos animais
(Pinheiro, 1984).

Associacao de hidroalantoide com malformagdes fetais e cromossdmicas tem sido relatada. Esper et al.
(1984) analisaram um feto com quadro de hidroalantoide, oriundo de um parto por cesariana de vaca mestica
normal. O feto apresentava hidrocefalia e bicefalia parcial e veio a 6bito uma hora apo6s o procedimento. Antes
de sua morte, foi colhido sangue para cariotipagem assim como da mae. A vaca apresentava constituigdo
cromossdmica 60,XX, e a bezerra mosaicismo 60,XX ¢ 59,XX + t (?,?), provavelmente a 10/14. Das 22 metafases
analisadas, sete (31,8%) eram translocadas. Os autores discutem as possibilidades da origem desta anomalia,
sendo uma por fecundacdo do dvulo por um espermatozoide X e concomitantemente fecundacdo do segundo
corpusculo polar por outro espermatozoide, este carreando a translocagdo. Outra hipotese seria a ocorréncia de
uma alteragdo em uma linhagem de células que daria origem a fusdo céntrica e, finalmente, ainda se especula a
possibilidade de um quimerismo, em que se formariam dois embrides, um normal e um translocado, seguido da
unido dos embrides.

Um estudo em nove bovinos da raga Japanese Black revelou a ocorréncia da constitui¢do cromossomica
60,XY(76,5%)/61,XYY (23,5%) em um dos animais, o qual ndo apresentava conformagio fenotipica anormal
aparente. Este animal era castrado, fato que n@o permitiu analises detalhadas sobre sua capacidade reprodutiva.
Entre as hipoteses sugeridas, uma seria a ndo disjungdo poés-zigética em um embrido XY, a favor da trissomia
XYY com exclusdo da linhagem de células X0, e outra a troca de células entre gémeos por meio de anastomoses
de vasos, em que um seria anormal XYY e morreria posteriormente, resultando, assim, em um caso de
quimerismo (Hanada e Muramatsu, 1981).

Quimerismo cromossémico: o caso de gémeos de diferentes sexos em bovinos

A designacao freemartin refere-se a uma fémea estéril concebida de uma gestagdo gemelar entre um
macho (XY) e uma fémea (XX) em que, por anastomoses vasculares placentarias, as quais ocorrem em mais de
90% dos casos, ha trocas celulares (quimerismo cromossomico) e hormonais antes da diferenciacdo sexual da
fémea (30-40 dias de gestagdo; Camargo e Baron, 2009). Ainda, um ponto importante a ser referenciado € o
efeito do quimerismo celular no macho, uma vez que estes individuos podem apresentar redugdo de fertilidade
pela diminuigdo da atividade dos tabulos seminiferos (Rejduch et al., 2000).

As fémeas freemartin podem apresentar diferentes graus de variabilidade das estruturas anatomicas,
desde uma conformacao feminina aparentemente normal até um fenotipo totalmente masculinizado (Peretti et al.,
2008). Da mesma maneira, o grau de quimerismo cromossdmico XX/XY ¢ bastante variado entre os casos
relatados. Diferentes ragas bovinas ja foram reportadas em relagdo ao quimerismo XX/XY. Tambasco (1976)
relatou uma fémea Canchim freemartin com 80% das suas células analisadas constitui¢do cromossomica XY ¢
somente 20% de XX. Uma vaca da raca Holandesa apresentou 26,7% de células XY e em outra 50% (Moraes et
al., 1985). Pires et al. (2010) analisaram quatro fémeas da raga Pardo-Suica, nascidas de partos gemelares com
machos, em que trés destas apresentavam quimerismo, sendo uma com 25,8% de células XX e 74,2% de XY;
outra com 10% de células XX e 90% de XY; e a terceira com 50% de células de cada tipo. Estas fémeas
apresentavam masculinizacdo dos 6rgdos genitais ¢ foram diagnosticadas como freemartin. Por outro lado, na
quarta fémea foram encontradas apenas células tipo XX e ela foi considerada normal.

Em machos, Pinheiro et al. (1981b) observaram um touro Nelore com 24% de células XX e um touro
Gir com 30%, ambos envolvidos em programas de teste progénie. Estas linhagens (XY e XX) em machos geram
ainda discussoes entre pesquisadores, em razdo da grande variabilidade do quimerismo nas gonadas, sendo
importante o uso de refinadas técnicas citogenéticas para adequado diagnodstico e progndstico (Basrur e
Stranzinger, 2008).

Pinheiro et al. (1984b), em um estudo mais amplo, analisaram animais da raga Holandesa Branca e
Preta oriundos de gestagdo gemelar heterossexual e relataram as diferentes frequéncias de quimerismo XX/XY.
Na Tab. 1, nota-se que nao foram encontradas células XY no animal 8, o qual apresentou normal fertilidade.
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Tabela 1. Distribui¢do das células XX e XY nos animais quiméricos.
Numero de células analisadas

60,XX % 60,XY % Fendtipo
1 09 30 21 70 Freemartin
2 08 32 25 68 Freemartin
3 09 36 16 64 Macho normal
4 12 48 13 52 Freemartin
5 13 65 07 35 Freemartin
6 11 73 04 27 Freemartin
7 17 85 03 15 Freemartin
8 186 100 - - Fémea normal

Fonte: Pinheiro et al. (1984b).

Atualmente, existem varios métodos para diagnosticar uma fémea freemartin como exame clinico,
analise citogenética, provas sorologicas, uso da técnica de hibridizacdo in situ ¢ reagdo em cadeia da polimerase
(Soh et al., 2007; Brace et al., 2008; Peretti et al., 2008).

O termo firee ¢ uma simplificagdo do escocés farrow que significa infertilidade. Em relagdo a martin,
existem duas hipoteses, uma que possa ser derivado do gaélico mart, que significa vaca, ou de Saint Martin, o
dia no qual, na Europa, sacrificava-se o gado para armazenar a carne para o inverno (Otto, 1997).

Alteragdes cromossomicas estruturais: o caso da translocacio robertsoniana 1/29 em bovinos

A translocagio robertsoniana ¢ um rearranjo estrutural dos cromossomos envolvendo a fusdo céntrica de
dois cromossomos acro(telo)céntricos para formar um Uunico cromossomo meta(sub)metacéntrico. O
cromossomo translocado possui a maior parte dos dois cromossomos que lhe deram origem e, assim, o animal
pode ser chamado de balanceado. Este nome de translocacdo foi dado em homenagem a Robertson, que, em
1916, deu énfase a este tipo de translocagdo ao estudar a evolucdo de insetos (Jorge et al., 2006). Esta
translocagdo inicialmente foi chamada por pesquisadores da area de “Anomalia de Gustavsson” (Basrur, 1994),
em razao do nome do pesquisador que a relatou pela primeira vez em bovinos (Gustavsson ¢ Rockborn, 1964).

Em bovinos, a translocag@o robertsoniana 1/29 ¢ a mais comum onde o animal apresenta um fenoétipo
normal, porém uma reducdo na fertilidade de 3-5%. Estudos em ovdcitos de vacas translocadas mostram
aumento de metafases II com anomalias citogenéticas (Bonnet-Garnier et al., 2008). Os dados existentes sobre a
formagdo de gametas de um animal translocado parecem indicar a existéncia de sele¢ao contraria a formagao dos
gametas aneuploides (Jorge et al., 2006). Em relagdo a prejuizos econdmicos, 0 governo sueco estimou que a
translocacdo 1/29 gerou uma perda anual de mais de 300 mil ddlares, antes de se iniciar um programa de
erradicagdo (Otto, 1997).

As translocagdes 1/29 tém sido relatadas apenas na subespécie Bos taurus taurus, fato que poderia
sugerir maior estabilidade genética do gado zebuino, que se estenderia a sua constituicdo cromossomica,
entretanto salienta-se que os animais taurinos sofreram maior pressdo de seleg¢@o artificial e, também, que é
necessario que o numero de animais zebuinos cariotipados aumente (Pinheiro, 1984). Em diferentes ragas
taurinas ja foi identificada a translocagdo 1/29, a exemplo das racas Chianina, Parda-Suica, Red Poll, Blond
d’Aquitaine e Marchigiana (Pinheiro et al., 1984b; Moraes et al., 1985).

Um estudo realizado por Pinheiro et al. (1981a) na raga Pitangueiras (5/8 Red Poll x 3/4 zebu) mostrou
uma elevada taxa de animais translocados; de um total de 240 animais analisados entre machos e fémeas, 54 touros
(28,3%) e 12 vacas (24,5%) apresentaram de forma heterozigota a translocagdo 1/29. Ainda, em um macho
observou-se a constitui¢do cromossomica 58,XY, -1, -1, -29, -29 + t(1;29) + t(1;29). A origem desta translocagdo
se deve aos animais da raga taurina Red Poll. Os autores pontuam que doses de sémen deste Gltimo animal citado
poderiam ser distribuidas para centros de pesquisas para avaliagdes dos efeitos das aneuploidias em embrides ou
mesmo direcionadas para analises da constituicdo 58,XY para fins de estudos evolutivos. Em um lote de 38 novilhas,
filhas de um touro translocado da raga Marchigiana, Pinheiro et al. (1984b) observaram um numero médio de
servigo por concepgdo igual a 6,7 — o qual é considerado excessivamente alto.

Por outro lado, em um estudo realizado com as racas Chianina (54 fémeas e 1 macho), Charolés (15 fémeas
e 5 machos), Marchigiana (15 fémeas e 12 machos), Simental (5 machos), Pardo-Suiga (3 machos), Pitangueiras
(3 machos), Limousin (3 machos) e Piemontés (1 macho), Amarante et al. (2000) ndo encontraram nenhum caso
da translocagdo 1/29. Entre as hipoteses dos resultados, os autores discutem o tamanho da amostra ¢ o trabalho
de associagdes de criadores, no caso da raga Chianina, ¢ a participagdo de centrais de inseminagao artificial, no
caso da raga Marchigiana, no sentido de ajudar a prevenir a disseminag¢do desta anomalia. Em outro trabalho,
com um plantel de animais da raca Pardo-Suiga, Pires et al. (2010) relatam o sucesso alcangado em um
programa de erradicagdo da translocagdo 1/29, por analises citogenéticas realizadas, entre as geracdes, ao longo
dos anos.
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Em racas naturalizadas introduzidas na colonizagdo, também tem sido relatada a translocagdo 1/29.
Neste sentido, existem registros nas racas Crioula Argentina (Schifferli et al.,, 2003), Crioula Venezuelana
(Muiioz et al., 1994), Crioula Uruguaiana (Postiglioni et al., 1996) e Caracu (Issa et al., 2008).

Em relag@o aos efeitos do sémen oriundo de touros heterozigotos para a translocagao 1/29, King et al.
(1980) avaliaram embrides bovinos coletados de 17 vacas com fertilidade comprovada inseminadas com sémen
de dois touros heterozigotos apos o primeiro (2 células), terceiro (8 células) e sétimo dias (120 células) de
inseminagdo. Os autores observaram que dos 29 embrides analisaveis de um total de 65 coletados, 18 (62%)
apresentavam constitui¢do cromossomica normal, nove (31%) a translocagdo balanceada e dois (6,9%), um no
estagio de oito células e outro no estagio de 120 células, a trissomia do cromossomo 1.

Diversos rearranjos estruturais dos cromossomos ja foram relatados em bovinos, podendo-se citar como
exemplos: t(14;20; Schmutz, 1997); t(16;20; Rubes et al., 1999); t(7;21; Geshi et al., 1996); t(8;23; Bitueva et
al., 1994); t tan(1;18; Hansen, 1969); inv(14; Popescu, 1976); inv(X; Switonski, 1987); inv(Y; lannuzzi et al.,
2001); rep(11;21; q28;q12; Molteni et al., 2007); rep(11;25; q11;q14-21; Perucatti et al., 2011); entre outros.

Alteragdes cromossdmicas numéricas
Aneuploidias

Embrides aneuploides podem surgir pela unido de gametas alterados por uma ndo disjungdo
cromossdmica na meiose, em razdo de um par de cromossomos homologos ndo se separar na andfase I ou as
cromatides irmds de um cromossomo ndo se separarem na anafase II, gerando gametas com 31 cromossomos
(trissomicos) ou 29 cromossomos (monossomicos; Schmutz, 2003). As aneuploidias em cromossomos
autossomicos em bovinos sdo detectadas em baixa frequéncia, uma vez que estes embrides, de um modo geral,
sdo eliminados ainda no utero ou apresentam malformac¢des somaticas ao nascerem, com alta mortalidade
perinatal, assim reduzem as possibilidades de passarem estas aberra¢des para geracdes futuras (Moraes et al.,
1985).

Coates et al. (1988) analisaram 30 individuos entre fetos abortados, natimortos e neonatos ndo viaveis,
com multiplos defeitos conformacionais. Destes, 18 animais foram cariotipados, utilizando-se fibroblastos do
pericérdio, dos quais trés foram trissdmicos (61,XY,+27; 61,XX,+21; 61,XY,+?), um apresentou mosaicismo de
células com monossomia (59,XY,-7/60,XY) e um apresentou quimerismo (60,XX/60,XY). O estudo estimou que
2% dos casos de abortos ou natimortos podem apresentar anormalidades cromossomicas, caracterizadas por
aneuploidias. Todos os animais estudados pertenciam a subespécie Bos taurus taurus. Em bovinos, a trissomia
do cromossomo 17 tem sido associada & sindrome da braquignatia letal (Herzog et al., 1977). Em uma bezerra
que apresentava deformacdo fenotipica, incluindo alteragdo nos membros posteriores e anteriores, opistotomo,
cegueira bilateral e auséncia de genitalia externa, Lioi et al. (1995) constataram trissomia, provavelmente do
cromossomo 20, em todas as células analisadas, associada a uma consideravel taxa de instabilidade
cromossomica.

Um caso raro e intrigante de trissomia foi relatado em uma bezerra da raga Austrian Fleckvieh, a qual
apresentava constituicdo cromossdmica 61,XX + 22 em todas as células analisadas (29 metafases de linfocitos de
sangue periférico e 15 fibroblastos da pele) e, como defeitos, manifestava apenas hérnia umbilical, fistula traco e
leve braquignatia, pesando 221 kg com apenas um ano de idade. Na ocasido do estudo, a mie deste animal
somava nove anos de idade e apresentava caridtipo normal (Mayr et al., 1985).

Em relagao as alteragdes numéricas, nos cromossomos sexuais, estudos mostram que elas ndo sdo letais,
mas reduzem a fertilidade ou levam a esterilidade, com excegdo da constituigdo 59,Y, a qual induz ao aborto,
uma vez que o cromossomo X carreia muitos genes fundamentais a sobrevivéncia do feto. Por outro lado, a
monossomia do cromossomo X (sindrome de Turner) gera uma fémea estéril. Ja a constitui¢do cromossomica
61,XXY (sindrome de Klinefelter) produz um macho com hipoplasia gonadal com variado grau de problemas
reprodutivos; geralmente este animal também ¢ estéril. Schmutz et al. (1994) descreveram um caso de macho da
raga Charolesa apresentando azoospermia com a constituicdo cromossomica 60,XXY + t(1;29). Este animal foi
castrado, ¢ analises histologicas de amostras do testiculo mostraram alteragdes (parcial colapso) dos tibulos
seminiferos e reduzida quantidade de células de Sertoli. Logue et al. (1979) e Dunn et al. (1980) também
reportaram azoospermia em touros Holandés (61,XXY) e Hereford (61,XXY), respectivamente. Mais
recentemente, a técnica de FISH tem sido empregada para diagnostico desta trissomia (Slota et al., 2003).

No caso de fémeas com trissomia do cromossomo X (61,XXX), observa-se reducao da fertilidade ou
mesmo esterilidade. Entretanto, elas podem gerar bezerros com cariétipo 61,XXY ou mesmo normais (Schmutz
et al., 1994; Schmutz, 2003). Um caso de fémea bovina da raca Pitangueira com constituigdo cromossomica
60, XXX + t(1;29) foi reportado por Pinheiro et al. (1987); ao exame por palpacdo retal, revelou-se a genitalia
interna, incluindo os ovarios, com aspectos de novilhas pré-puberes.
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Poliploidias

A poliploidia ¢ um fenémeno que leva a amplificagdo do conteudo genético, sendo originado
principalmente por uma mitose anormal em que ha divisdo das cromatides na anafase sem migragdo para os
polos e sem divisdo citologica (cariocinese sem citocinese). Ainda, a fusdo de células seria outra possibilidade
(Cribiu e Popescu, 1977). A endorreduplicacao (endomitoses) dos cromossomos ¢ outra forma de origem das
poliploidias, e pode ocorrer em células sem indug@o, com indugdo ou de origem cancerosa. Em mamiferos, a
poliploidia esta relacionada a especificos tipos de tecidos, implicados na amplificagdo genética. Neste sentido,
sua ocorréncia tem sido relatada em células do miocardio, pancreas, células gliais, megacariécitos e células
trofoblasticas. Estas amplificagdes gendmicas tém sido associadas a células altamente especializadas de natureza
secretora (D’ Amato, 1989).

Em bovinos, células do trofectoderma embrionario manifestam células binucleadas produzidas por
endorreduplicagdo e secretam hormonios como o lactogénio placentario (Nakano et al., 2002). Entretanto, fora
das células que podem manifestar o fendmeno de amplificagdo genética como mecanismo fisiologico, deve-se
monitorar a ocorréncia de poliploidia e investigar os possiveis indutores desta manifestagao.

Choques térmicos, além de drogas adicionadas ao meio de cultivo, sdo fatores que podem induzir a
poliploidia, uma vez que células poliploides sdo encontradas em culturas de tecidos (Fechheimer, 1972).
Pinheiro et al. (1981b) relataram cinco animais zebuinos da raga Guzerd com ocorréncia de poliploidia, sendo
que dois deles apresentavam uma frequéncia de 10%. Os autores sugerem que este fenomeno pode ser atribuido
a disturbios na cultura ou até mesmo por infecgdo virdtica, como, por exemplo, a leucose bovina, fato que ndo
foi investigado. Neste sentido, Tambasco et al. (1998) estudaram 49 vacas da raga Holandesa Preta ¢ Branca,
sendo 24 soropositivas para o virus da leucose enzodtica bovina e 25 soronegativas. Os autores ndao encontraram
diferenga significativa em relacdo as quebras e poliploidias entre os dois grupos. Entretanto, os animais
infectados apresentaram uma frequéncia menor de poliploidia (5%) do que os animais no infectados (8,27%). E
plausivel a realizagdo de mais estudos que relacionem infecgdes virais e poliploidia na espécie bovina.

Luna et al. (2010) estudaram 28 fémeas bovinas (sete da raga Simental e 21 da raca Nelore) onde foram
analisadas 2800 metafases (obtidas de linfocitos de sangue periférico) das quais 86 (3,07%) apresentaram
poliploidia. Em relagéo as observagdes individuais, as maiores frequéncias foram encontradas em trés fémeas
senis da raga Nelore (7-9%) e um animal jovem da raga Simental (8%).

Linhagens de células bovinas tém sido estabelecidas, as quais podem ser utilizadas para diferentes
finalidades, sendo importante a rotina de analises de seu cariotipo apos procedimentos de isolamento, cultivo e
congelagdo-descongelagdo (Hu et al.,, 2009). Donato e Lorofio (2002) estudaram os complementos
cromossomicos de duas linhagens de células bovinas estabelecidas (JEW38 e COWS56) e encontraram 5% de
células poliploides, 2% de separagdo precoce das cromatides irmas, 1% de endorreduplica¢do dos cromossomos,
além de outras anormalidades, como micronucleos. Estas anormalidades poderiam ter sido induzidas pela droga
bromodeoxiuridina usada no experimento, fator que os autores discutem mas nao acreditam ser a causa, ou por
substancias presentes ao meio de cultivo. Caso contrario, estas alteragdes, em particular a poliploidia, sdo
estabelecidas apos varias divisoes celulares e podem ser um fendmeno que ocorra nestas células in vivo. Ainda,
tais autores discutem que os micronucleos encontrados podem estar relacionados ao processo de apoptose de
células envelhecidas. Em humanos, Therman e Susman (1993) relataram frequéncias de 3-5% de poliploidia em
linhagens de fibroblastos.

Ademais, a polispermia, a fecunda¢do de um ovulo diploide (digénia) ou a fecundacdo por um
espermatozoide diploide (diandria) levam, obviamente, a formag¢do de embrides totalmente poliploides
(Lechiniak et al., 1996).

Citogenética de embrides bovinos produzidos in vitro

Anomalias cromossdmicas tém sido relatadas em embrides bovinos produzidos in vitro (Viuff et al.,
2000), e ha relatos que indicam maior incidéncia dessas anormalidades em tais embrides do que em embrides
produzidos in vivo (Viuff et al., 1999, 2001). Entretanto, antes mesmo das analises cromossomicas dos embrides,
alerta-se para o monitoramento citogenético dos gametas manipulados in vitro para sua producdo (Luna et al.,
2008).

Em relagdo aos embrides bovinos, Ulloa Ulloa et al. (2008) relacionaram qualidade embrionaria versus
anormalidades cromossOmicas e verificaram que embrides bovinos obtidos por fecundacgao in vitro (FIV) no dia
dois com cinco a oito células apresentavam menor incidéncia de haploidia, mixoploidia e poliploidia quando
comparados a embrides com numeros menores (duas a quatro) ou maiores (>8) de células. Ainda, os autores
relataram que embrides de melhores qualidades no dia oito apresentaram as menores taxas de anormalidades
cromossomicas quando comparados aos embrides de qualidades inferiores. Jakobsen et al. (2006), ao estudarem
155 embrides produzidos in vitro com sondas dos cromossomos 6 e 7, encontraram aumento de poliploidias em
embrides classificados como bons e pobres, quando comparados aos embrides excelentes, mas ndo observaram
diferengas em relagdo a incidéncia de mixoploidias. Os autores observam que estas alteragdes ndo apresentam
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influéncia dos espermatozoides, uma vez que verificaram, com as mesmas sondas, taxa de dissomia de apenas
0,1% por cromossomo.

Na mesma linha de estudo, Booth et al. (2003) encontraram uma relagdo entre a qualidade de embrides
clonados (analisados por numero de blastdmeros) e a poliploidia uma vez que todos os embrides, puramente
poliploides, apresentavam médias iguais ou inferiores a 91 nucleos/embrido no dia sete, comparados aos
melhores, que apresentaram médias de até 168,3 nucleos/embrido. Estes autores concluem que a porcentagem de
erros na ploidia ¢ inversamente proporcional a quantidade de nucleos; que embrides mixoploides representam a
maioria dos embrides clonados; que existe a ocorréncia de embrides totalmente poliploides; e, finalmente, que a
poliploidia ndo tem origem nas células doadoras, as quais, no caso do estudo, foram células da granulosa.

A tecnologia de injegdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) ¢ uma excelente forma de
aproveitamento de espermatozoides, visto que eles podem ser extraidos das gonadas antes mesmo da ejaculagdo
ou até ap6s a morte do animal. Espermatozoides mortos por congela¢ao-descongelacao ou liofilizados tém sido
usados com apoio da ICSI. Neste sentido, Keskintepe et al. (2002) avaliaram embrides bovinos obtidos de
espermatozoides mortos com ativagdo ovocitaria pelo uso da ionomicina associado ao DMAP. Os autores
estudaram 60 blastocistos, sendo 30 oriundos de espermatozoides liofilizados e 30 de espermatozoides
congelados-descongelados e encontraram frequéncias de 13,3 e 10% de tetraploidia e 73,3 e 80% de diploidia,
respectivamente. Estes dados mostram que o uso de espermatozoides mortos apresenta grande potencial para
conservacdo de germoplasma bovino.

A maioria dos estudos em embrides bovinos ¢ realizada na subespécie Bos taurus taurus. Por outro
lado, em zebuinos, Pires et al. (2005) realizaram estudo pioneiro em 107 embrides FIV da raga Nelore e
encontraram 32 (29,9%) com anormalidades cromossomicas representadas somente por poliploidias e
mixoploidias. Como controle, analisaram 23 embrides produzidos in vivo, dos quais trés (13%) foram anormais.
Apesar de a incidéncia de anormalidades ser maior nos FIV, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
Ainda, verificaram o efeito das fases de desenvolvimento embrionario (duas; quatro; seis; oito; dezesseis células
e morula compacta) na incidéncia de anormalidades cromossomicas. Dos resultados obtidos, concluiram que
aproximadamente um tergo dos embrides zebuinos FIV apresenta anomalias cromossomicas ¢ que sua incidéncia
independe do estagio de desenvolvimento. A avaliacdo dos embrides produzidos por FIV ¢ de fundamental
relevancia para o avango desta tecnologia em bovinos, e devem ser desenvolvidos critérios objetivos e confiaveis
que proporcionem o aumento da viabilidade embrionaria pds-transferéncia (Sugimura et al., 2012).

Como exposto, o monitoramento citogenético do germoplasma bovino, in situ ou ex situ, ¢ uma
importante ferramenta e merece atengdo especial pelos pesquisadores da area, garantindo a qualidade do material
genético a ser utilizado em programas de reproducdo animal — seja no melhoramento de ragas comerciais
exoticas ou na recuperagdo de ragas naturalizadas ameagadas de extingao.
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