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Produção de quimeras embrionárias bovinas mediante a agregação de 
embriões diploides (Bos taurus) e tetraploides (Bos indicus) 

RESUMO 

No quimerismo por agregação, células de embriões oriundos de fertilizações 

distintas se distribuem, aleatoriamente, para formar um único indivíduo. 

Entretanto, a formação de embriões tetraploides (4n), por eletrofusão, e o posterior 

quimerismo com um embrião diploide (2n) deve resultar em um embrião 

quimérico, porém com massa celular interna (MCI) não aleatória, isto é, 

exclusivamente 2n. Desta forma, a agregação de um embrião zebuíno (4n, 

genótipo termorresistente) com um taurino (2n, genótipo termossensível) resultaria 

em uma MCI exclusivamente “taurina”, porém com o trofectoderma (futuro 

elemento extraembrionário, isto é, o córion) de maior composição zebuína, 

podendo constituir um modelo para estudos de adaptação - durante a gestação - 

deste embrião/feto em clima tropical. O objetivo do presente trabalho foi 

padronizar a produção de embriões 4n da raça Nelore (Bos indicus) bem como o 

quimerismo por agregação com embriões mestiço Bos taurus (2n) com Bos 

indicus (4n). Oócitos de vacas Nelore provenientes de abatedouro foram 

maturados, fertilizados com sêmen de touros Nelore ou Holandês Preto e Branco 

e cultivados em meio SOF. Embriões da raça Nelore, em estágio de 2 células (30 

h pós-inseminação, hpi) e com o eixo interblastômeros bem definido, foram 

selecionados para o procedimento de eletrofusão (equipamento ECM 830-BTX, 

Harvard Apparatus) com o intuito de produzir embriões tetraploides. Para este 

procedimento, foram testados alguns parâmetros, de acordo com o número de 

pulsos (1 ou 2), voltagem (0,40; 0,50; 0,75; 1,0; 1,4; 5,0 kV/cm) e duração do 
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eletrochoque (20; 25; 50; 60 μs). Embriões zebuínos 4n, formados após a 

eletrofusão, e embriões mestiços taurinos 2n, ambos em estágio de 8 a 16 células 

(72 hpi), foram submetidos a tratamentos com protease (Pronase®) para remoção 

da zona pelúcida e posteriormente com agente aglutinador (fitohemaglutinina). 

Embriões Bos indicus (4n) e mestiços Bos taurus (2n) foram agregados aos pares 

(4n+2n) e cultivados até o estágio de blastocisto em poços individuais para a 

formação de quimeras embrionárias. Dentre os parâmetros testados, os melhores 

resultados de fusão (93%) e de clivagem pós-fusão (71%) foram obtidos com um 

pulso único de 75 V, por 60 μs. A produção de blastocistos expandidos 4n foi de 

43%, com a utilização destes parâmetros. Após quatro replicatas, 4 quimeras 

embrionárias (13%; 4/31) foram produzidas e desenvolveram-se até o estágio de 

blastocisto. A validação desse modelo [Bos indicus (4n)+Bos taurus (2n)], com 

padrão não aleatório de distribuição das células agregadas, pode permitir a sua 

utilização em pesquisas aplicadas com a geração de bezerros exclusivamente 

taurinos, mas com elementos placentários de B. indicus, uma vez que sejam 

estabelecidas gestações viáveis e à termo. 
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Aggregation of diploid (Bos taurus) and tetraploid embryos (Bos indicus) to 

produce bovine embryonic chimeras 

ABSTRACT 

The embryonic chimeras production by aggregation allows embryonic cells from 

two distinct fertilizations to be randomly distributed to compose a single individual. 

However, the formation of tetraploid embryo (4n) by electrofusion and its 

subsequent chimerism with a diploid embryo (2n) should result in a chimeric 

conceptus, whose inner cell mass (ICM) would be entirely 2n. Hence, the 

aggregation of a zebu embryo (4n, thermotolerant) with a European breed embryo 

(2n, thermosensitive or “taurine”) would result in an exclusively taurine ICM, but the 

trophectoderm (future extraembryonic components, i.e. chorion) would be mostly 

from zebu embryo, which could support taurine embryo/fetus in a different way - 

during pregnancy - under tropical environment. The aim of this study was to 

standardize the production of 4n Nelore embryos (Bos indicus) and the production 

of embryonic chimeras by aggregation of crossbred Bos taurus (2n) with Bos 

indicus (4n) embryos. Nelore cows ovaries were collected from abattoir and 

oocytes were obtained, matured, fertilized with semen from Nelore or Holstein 

bulls, and cultured in SOF (synthetic oviduct fluid). Two-cell stage Nelore embryos 

(30 hours post insemination or hpi), with a clearly visible interblastomeric axis, 

were selected for electrofusion procedure (ECM 830-BTX, Harvard Apparatus) to 

produce tetraploid embryos. For this purpose, some parameters were tested 

according to the number of pulses (1 or 2), voltage (40, 50, 75, 100, 140, 500 V) 

and time length of electroshock (20, 25, 50, 60 μs). Nelore tetraploid embryos 
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produced after electrofusion and diploid crossbred taurine embryos, both on 8 to 

16-cells stage (72 hpi) were subjected to protease treatment to remove the zona 

pellucida, and subsequently treated with the agglutinant agent phytohemagglutinin. 

Bos indicus (4n) and crossbred Bos taurus (2n) embryos were put in close contact 

in pairs (4n+2n) into individual wells for in vitro culture until the blastocyst stage to 

validate the chimeric embryo production. Among the evaluated parameters, the 

best results to fusion (93%) and post-fusion cleavage rates (71%) were obtained 

with a single pulse of 75 V during 60 μs. The production rate of expanded 4n 

blastocysts was 43% with those parameters. After four replicates (n=31 attempts) 4 

embryonic chimeras 4n+2n (13%) were developed until the blastocyst formation. 

The production of bovine embryonic chimeras [Bos indicus (4n) + Bos taurus (2n)], 

with a non-random pattern of distribution of their aggregated cells, may enable the 

validation of this technique in applied research, by producing exclusively taurine 

calves, but with placental elements from Bos indicus breed, after viable and full 

term pregnancy establishment. 
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1 - INTRODUÇÃO 

Há tempos a miscigenação de células oriundas de dois ou mais genitores 

paternos e maternos tem sido estudada como ferramenta para o entendimento de 

conceitos da embriogênese, organogênese, imunologia e da capacidade em 

gerar tipos celulares especializados e oriundos dos três folhetos embrionários, 

isto é, a pluripotência. A esta técnica deu-se o nome de quimerismo embrionário 

(BARNES, 1976; TARKOWSKI, 1998; NAGY et al., 2003). 

É bem conhecida a viabilidade das técnicas de produção de quimeras 

embrionárias, principalmente em murinos, bem como sua contribuição acerca das 

descobertas no âmbito da embriogênese e organogênese de mamíferos. (NAGY 

et al., 2003). Da mesma forma, o avanço da técnica do quimerismo embrionário 

tem fornecido subsídios científicos para a comprovação in vivo da pluripotência de 

células tronco embrionárias (CTE), oriundas da massa celular interna (MCI; JIA et 

al., 2008), além de gerar ferramentas importantes para avaliações (in vivo) mais 

compreensíveis e eficientes das características das células tronco dos tecidos 

embrionários e adultos, tanto de camundongos quanto de outras espécies de 

mamíferos (TAM & ROSSANT, 2003). 

Na produção de embriões quiméricos, uma possibilidade seria a 

manipulação da relação entre as populações celulares da MCI do embrião 

receptor e da MCI oriunda de um embrião com genótipo diferenciado (em termos 

comerciais), com o intuito de aumentar - ou mesmo repor integralmente - a 

participação da MCI deste último genótipo na linhagem das células sexuais. 
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Outro conceito difundido na biotecnologia da produção de embriões é o da 

tetraploidia embrionária. Esta técnica produz seus melhores resultados a partir da 

eletrofusão de embriões em estágio de duas células e com um eixo 

interblastomérico bem definido, o que resulta em um embrião tetraploide (4n) com 

competência para se desenvolver até estágios avançados, mas não a termo 

(BERG, 1982; KUBIAK & TARKOWSKI, 1985). 

Uma estratégia de produção de quimeras cooptou a capacidade de embriões 

tetraploides comporem os anexos embrionários (o córion da placenta), uma vez 

que este tipo celular não segue um padrão aleatório de distribuição no concepto. 

Células 4n raramente constituem o embrião em si, contribuindo quase que 

exclusivamente na formação de elementos extraembrionários, devido à 

necessidade da euploidia para o correto funcionamento das células somáticas e 

dos tecidos como um todo (EVERETT & WEST, 1996, 1998). 

Essa particularidade permite que tais células sejam utilizadas na indução de 

quimerismo embrionário em que, mais tardiamente no desenvolvimento, o feto 

seria constituído por células diplóides (2n) e a placenta conteria aquelas 4n, 

compondo então, um concepto quimérico no qual o feto em si não conteria 

significativamente genótipo oriundo do embrião 4n. 

Pesquisas acerca da agregação de embriões 2n e 4n permitem uma melhor 

caracterização dos eventos que coordenam, como um todo, o potencial de 

desenvolvimento das CTE murinas, visto o comprometimento destas em constituir 

o tecido fetal. Na área de reprodução animal, uma aplicabilidade destes conceitos 

seria a produção de embriões bovinos quiméricos, cujo genótipo 2n consistiria no 
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animal de interesse reprodutivo com algum grau de comprometimento (produzidos 

in vitro, sensíveis ao estresse térmico calórico, baixa qualidade ou oriundo de 

clonagem por transferência nuclear de célula somática), enquanto o genótipo 4n 

seria composto por uma linhagem com algum fenótipo desejado, que não o feto 

em si (maior adaptabilidade ou termorresistência) ou ainda com maior viabilidade 

celular (p. ex., produzida in vivo). 

Embriões produzidos in vitro são, muitas vezes, referidos por produzirem 

taxas subótimas de gestação e de parição de neonatos saudáveis, provavelmente 

devido ao meio em que são cultivados enquanto, por outro lado, embriões 

produzidos in vivo são mais eficientes nesses quesitos (LONERGAN & FAIR, 

2008). Portanto, esse mecanismo, hipoteticamente, poderia ser uma ferramenta 

de estudo visando aumentar a eficácia do estabelecimento e da gestação a termo, 

de embriões com algum grau de comprometimento. Foi descrito que uma taxa 

significativa da mortalidade de embriões produzidos in vitro ocorre por defeitos na 

placentação (FARIN et al., 2006) e tais defeitos também foram atribuídos às falhas 

nas gestações de embriões bovinos clonados (MEIRELLES et al., 2010). 

No contexto de embriões quiméricos 2n/4n, teoricamente, embora o 

concepto possa ser chamado de quimérico, o embrião em si (epiblasto) seria 

oriundo somente do genótipo 2n, enquanto o trofectoderma seria 

preferencialmente 4n. 

Ilustrativamente, em uma abordagem mais prática, os efeitos do estresse 

térmico calórico (ETC) sobre a viabilidade do embrião são bem conhecidos 

(EDWARDS et al., 2001). Embriões da raça Nelore (Bos indicus) são mais 

resistentes ao ETC que embriões originários de raça europeia (p. ex., Holandesa 
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preta e branca; Bos taurus) nos estágios iniciais de desenvolvimento (MONTEIRO 

et al., 2009). Dessa forma, poderia ser aventado que embriões quiméricos 

compostos por diploidia de animais europeus (mais sensíveis) e tetraploidia de 

animais Nelore (mais resistentes) poderiam, eventualmente, mostrar um fenótipo 

mais adaptado às condições do ambiente subtropical, principalmente durante o 

reconhecimento materno da gestação. O estudo de tal evento seria interessante, 

quer pelo potencial econômico de sua aplicação quer pelo conhecimento sobre a 

complementação funcional do concepto oriundo de genótipos distintos, com 

relação à termotolerância. 
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2 - HIPÓTESE 

A agregação de embriões tetraploides (da raça Nelore; Bos indicus) e 

diploides (sêmen da raça Holandesa preta e branca - Bos taurus - e oócitos da 

raça Nelore) produz quimeras bovinas com desenvolvimento in vitro - e formação 

de blastocistos expandidos - semelhante aos embriões produzidos in vitro 

oriundos da raça Nelore. 

 

3 - OBJETIVOS 

 

3.1. GERAIS 

i) Validar, na espécie bovina e nas condições do laboratório no qual o 

experimento foi realizado, a técnica do quimerismo por agregação de 

embriões tetraploides (produzidos por eletrofusão) com diploides, ambos 

produzidos in vitro; 

ii) Avaliar a taxa de formação de blastocistos quiméricos expandidos, 

produzidos in vitro, em relação ao desenvolvimento de embriões controle PIV. 

 

3.2. ESPECÍFICOS 

i) Analisar, caso haja quimeras produzidas em quantidade suficiente para tal, 

o destino dos diferentes tipos celulares (tetraploide e diploide) nos 

blastocistos quiméricos produzidos in vitro; 

ii) Analisar, caso haja quimeras produzidas em quantidade suficiente para 

tal, a taxa de gestação dos blastocistos quiméricos produzidos in vitro. 
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4 - REVISÃO DE LITERATURA 
 

4.1. Definição de quimerismo 

 

O conceito de quimerismo foi introduzido com a mitologia grega, na figura 

da Quimera, uma fera com cabeça de leão, corpo de cabra e cauda de serpente. 

Apesar de, na ciência moderna, a quimera não ser esse monstro, ela mantém o 

conceito mitológico da mistura de células de mais de uma origem, sem perda de 

sua identidade, em um único ser (ROSSANT et al., 1982). 

Assim, a quimera embrionária é, por definição, um ser cujas células são 

derivadas de mais de um embrião, isto é, de mais de uma fertilização. Desse 

modo, cada célula da quimera retém sua identidade genotípica e sua distribuição é 

aleatória, no animal resultante. Logo, por consequência da definição, o 

quimerismo não é hereditário, pois as células germinativas mantêm sua identidade 

e produzem gametas com identidades não quiméricas e exclusivamente de uma 

de suas várias origens celulares. Assim, as quimeras embrionárias diferem, 

biologicamente, dos híbridos, dos mosaicos e dos transgênicos e devem ser 

criadas experimentalmente, não podendo ser produzidas pelo acasalamento de 

animais quiméricos (NAGY et al., 2003; LOW-ZEDDIES & TAKAHASHI, 2005). 

Existem diversos tipos de quimerismo, quais sejam: i) quimerismo 

embrionário - ocorre quando um embrião é formado a partir de dois ou mais 

embriões originais, contendo conjuntos completos de cromossomos de pelo 

menos dois pais e de duas mães; ii) quimerismo tecidual - existe quando um ser 

tem tecidos de duas, ou mais, origens embrionárias caso, por exemplo, de 
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indivíduos submetidos ao transplantes de órgãos; iii) quimerismo celular - 

caracteriza-se quando há a transferência do núcleo de uma célula para outra 

enucleada, a qual terá, então, um DNA nuclear de origem diferente do DNA 

mitocondrial (por exemplo, a clonagem pela técnica de transferência nuclear de 

células somáticas); e iv) quimerismo genético - estabelecido quando uma molécula 

de DNA recebe a inserção de uma sequência genética, de origem diferente da 

sua, caso, por exemplo, dos indivíduos transgênicos (TARKOWSKI, 1998). 

 

4.2. Técnicas para realizar o quimerismo embrionário 

 

As técnicas de quimerismo embrionário foram primeiramente padronizadas 

e estabelecidas em espécies murinas (ratos e camundongos) e, posteriormente, 

algumas delas foram transferidas para experimentações na espécie bovina. 

Dentre as técnicas de quimerismo já realizadas, as mais difundidas são a 

agregação de embriões por proximidade; o cocultivo com CTE; e a microinjeção 

(LEE et al., 2007). 

 

4.2.1. Técnica de agregação por proximidade 

 

A primeira quimera embrionária murina, viável e a termo, foi criada em 1961, 

por Andrzej Tarkowski mediante a agregação por proximidade de dois embriões 

diploides e em fase de desenvolvimento embrionário de oito células (TAM & 

ROSSANT, 2003). Esta técnica foi, posteriormente, aperfeiçoada por outros 

autores, mediante a remoção não mecânica da zona pelúcida - pelo uso da 
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pronase ou da solução ácida de Tyrode - e/ou introduzindo a fitohemaglutinina 

como molécula de adesão (revisto por TARKOWSKI, 1998). 

O quimerismo por agregação apresenta as vantagens de permitir a 

agregação de embriões em diversas fases do desenvolvimento, com diferentes 

ploidias, além de, pelo mesmo princípio, permitir a agregação de embriões (2n ou 

4n) com CTE ou células trofectodérmicas, necessitando, para isso, de poucos 

recursos físicos se comparada a outras técnicas de quimerismo (NAGY et al., 

2003; MACKAY & WEST, 2005; Fig. 1). 

A quimera embrionária construída por agregação foi extensivamente 

estudada após a sua padronização e ganhou outros enfoques além do inicial 

como, por exemplo, o de analisar fenótipos celulares mutantes (ROSSANT & 

SPENCE, 1998). Nesse caso, embriões 2n mutantes e heterozigotos são 

agregados com embriões 2n não mutantes, ou com CTE, para analisar o 

comportamento das células na presença umas das outras. Essa é uma 

abordagem muito importante sobre a natureza autônoma ou não autônoma da 

célula sobre um fenótipo mutante (NAGY et al., 2003). 

Usualmente, os estágios embrionários utilizados para a agregação de 

embriões são aqueles compreendidos entre 8 células e mórulas, ou seja, estágios 

de desenvolvimento mais iniciais. Nesses estágios, nenhuma célula está 

comprometida, em definitivo, com as futuras linhagens celulares podendo, assim, 

contribuir tanto para a MCI como para o trofectoderma. Desse modo, as células do 

embrião - nesses estágios iniciais do desenvolvimento - são passíveis de serem 

classificadas como morfologicamente totipotentes (LU & MARKERT, 1980). 

Adicionalmente, nestes estágios o embrião sintetiza moléculas de adesão celular, 
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como a uvomorulina (E-caderina) presente nos desmossomos, o que aumenta as 

chances de agregação entre os embriões (SAKKAS & VASSALLI, 2008). 

Entretanto, quimeras também podem ser produzidas mediante a agregação 

de embriões em fases mais avançadas do desenvolvimento, dependendo do 

objetivo do estudo. As células da MCI de um blastocisto podem ser utilizadas para 

agregação com embriões de 8 células ou com mórulas, embora elas possam 

contribuir, exclusivamente, para a formação do epiblasto e do hipoblasto - mas 

não formará o trofectoderma, devido ao comprometimento celular já estabelecido 

(TAM & ROSSANT, 2003). 

Entende-se que quimerismo por agregação também seja a agregação de dois 

embriões (2n ou 4n) com CTE. Nesse caso, um “sanduíche” com as CTE, de 

modo que elas sejam flanqueadas, e estejam em contato, com dois embriões de 8 

células (WOOD et al., 1993; Fig. 1-C). Este método foi desenvolvido por Stewart, 

em 1980, e se tornou bastante popular posteriormente (TARKOWSKI, 1998) por 

ser tão eficiente quanto à técnica de microinjeção, com a vantagem de dispensar 

equipamentos sofisticados. 

 

4.2.2. Técnica de cocultivo de embriões com células tronco embrionárias 

 

Essa técnica é, basicamente, o cocultivo de embriões de 8 células (sem zona 

pelúcida) sobre CTE (Fig. 1-B). Para isso, as CTE são cultivadas normalmente 

formando uma camada de células na placa (ou tubo) de cultivo. Os embriões, sem 

zona pelúcida, são depositados sobre essa camada de CTE e permanecem em 

contato durante o período de cultivo in vitro, seguindo os mesmo princípios gerais 
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daqueles descritos para a agregação de embriões em estágio preimplantacional 

(WOOD et al., 1993). 

A diferenciação in vivo das CTE, após a agregação, procederá de maneira 

normal e organizada, com estas colonizando os três folhetos embrionários: o 

ectoderma, o endoderma e o mesoderma (WELLS, 2002). Contudo, devido ao fato 

de as CTE já estarem com sua linhagem comprometida (pela sua origem da MCI) 

e por apresentarem diâmetro reduzido, se comparado com o de um embrião de 8 

células, as CTE colonizarão, majoritariamente, o feto. 

Desse modo, segundo essa técnica de quimerismo, o feto é completamente 

quimérico, assim como o concepto. Entretanto, embora mais simples, este método 

produziu quimerismo com uma menor eficácia, quando comparado com a 

microinjeção de CTE e com a técnica de “sanduíche” de embriões com CTE (LEE 

et al., 2007). 

IWASAKI et al. (2000b) mostraram que, enquanto 60% dos fetos oriundos do 

cocultivo entre embriões murinos diploides e CTE fluorescentes verdes (Green 

Fluorescenct Protein - GFP) eram quiméricos, 100% dos fetos eram derivados das 

CTE GFP quando foram utilizados embriões tetraploides no cocultivo. Esses 

resultados corroboraram que as CTE são capazes de contribuir no 

desenvolvimento de todas as linhagens usualmente derivadas da MCI, incluindo 

as células germinativas primordiais. 
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4.2.3. Técnica de microinjeção de células 

 

A microinjeção é o método mais utilizado para se construir quimeras de 

embriões com CTE, embora outros tipos celulares também possam ser injetados, 

como células teratocarcinogênicas e células germinativas embrionárias (CGEs). 

Entretanto, a injeção de CTE constitui-se no tipo celular padrão utilizado para essa 

técnica de quimerismo (TARKOWSKI, 1998). 

As células podem ser injetadas na cavidade da blastocele (blastocisto) ou no 

espaço perivitelino (embrião de 4 a 8 células; LEE et al., 2007; Fig. 1-D). Esta 

técnica foi empregada pela primeira vez em 1968 por Richard L. Gardner, que 

isolou células de um embrião murino e as injetou na blastocele (apud OLIVEIRA-

DOS-SANTOS, 1999). 

Valendo-se da mesma técnica, PESQUERO et al. (2007) utilizaram-na em 

blastocistos de camundongos. Os autores isolaram CTE e injetaram-nas em 

embriões receptores, produzindo camundongos quiméricos. Eles corroboraram a 

pluripotência das células tronco oriundas da MCI e que essas células foram 

capazes de diferenciarem-se in vivo de forma normal e organizada, produzindo um 

indivíduo completo (PESQUERO et al., 2007). 

De modo semelhante, mas em coelhos, GILES et al. (1993) isolaram células 

da MCI e as cultivaram como CTE. Eles injetaram as células no espaço perivitelino 

(mórulas) ou na blastocele, gerando 86% e 31% de animais nascidos, 

respectivamente. 

JIA et al. (2008), aplicando a mesma técnica, produziram uma quimera 

caprina ao injetar CGEs - isoladas da crista gonadal de fetos de cabra de pelagem 
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branca - na blastocele de embriões caprinos com fenótipo para pelagem escura. 

Os blastocistos foram inovulados em receptoras, das quais uma pariu três filhotes: 

um macho, uma fêmea, e um natimorto, com malformação e gênero 

indeterminado. A fêmea e o natimorto nasceram com pelagem preta e com uma 

grande mancha branca na cabeça. Avaliações por PCR e DNA microssatélite 

mostraram que estes eram gêmeos monozigóticos e quiméricos. Esse estudo 

concluiu que as CGEs puderam diferenciar-se em células dos três folhetos 

embrionários in vivo (JIA et al., 2008). 

ROSSANT & FRELS (1980) utilizaram esta mesma técnica para produzir a 

primeira quimera de mamíferos, nascida viva, entre espécies que não se acasalam 

normalmente, isto é, o Mus musculus e o Mus caroli. 

 

 

Figura 1. Ilustração esquemática das técnicas de quimerismo embrionário. A) Agregação 

entre dois embriões de 8 células (diploides, 2n, ou tetraploides, 4n); B) Cocultivo de um 

embrião de 8 células (2n ou 4n) com células tronco embrionárias (com diâmetro celular 

menor); C) “Sanduíche” de células tronco embrionárias entre dois embriões de 8 células 

(2n ou 4n); D) Microinjeção de células tronco embrionárias na blastocele de um embrião 

receptor (DRAPER & NAGY, 2007). 

 

Desse modo, o método de microinjeção de CTE na blastocele é bastante 

eficiente, entretanto, a microinjeção requer equipamentos e ferramentas para tal 

(micromanipulador, microscópio invertido, micropipetas etc) que são bastante 
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caros, além de demandar considerável tempo para a aquisição de habilidade pelo 

operador (WOOD et al., 1993). Além disso, esse método não permite a execução 

de mais do que 20 a 40 blastocistos por hora, nem mais que 50 a 100 blastocistos 

por dia (LEE et al., 2007). 

 

4.3. Quimerismo em bovinos 

 

WILLIANS et al. (1990) obtiveram sucesso ao produzir bezerros quiméricos 

interespecíficos. Para tanto, colheram embriões produzidos in vivo de Bos indicus 

(Brahman) e Bos taurus (Friesan e Hereford), bipartiram e inseriram os 

hemiembriões produzidos aos pares (Bos indicus+Bos taurus) dentro de uma 

mesma zona pelúcida e foram inovulados. Embora seja desnecessária a 

reinserção dos agregados quiméricos em zonas pelúcidas, das 112 quimeras 

inovuladas, 15 geraram bezerros quiméricos interespecíficos. 

A indução de quimerismo embrionário, em bovinos, também foi relatada em 

embriões partenogenéticos com BOEDIONO et al. (1999). Este experimento 

permitiu aferir que o agregado quimérico de blastômeros oriundos da produção in 

vitro (PIV) com blastômeros partenogenéticos foi competente para desenvolver-se 

a termo e, além disso, foi possível verificar o sucesso do quimerismo no fenótipo 

dos bezerros nascidos (Fig. 2). 
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Figura 2. A) Bezerro quimérico nascido a partir da agregação de um embrião 

partenogenético com um embrião PIV. A seta indica um padrão avermelhado oriundo do 

embrião partenogenético. B) Bezerro quimérico nascido a partir da agregação de um 

embrião partenogenético com 2 embriões PIV. A seta indica um padrão avermelhado 

oriundo do embrião partenogenético (BOEDIONO et al., 1999). 

 

 Adicionalmente, outros experimentos com o uso das técnicas de 

quimerismo embrionário foram realizados com embriões de diferentes sexos. 

Blastômeros foram marcados com PKH26-GL, para verificar se o sexo embrionário 

afetaria as taxas de desenvolvimento de embriões reconstruídos no estágio de 4 

células (RHO et al., 2001), porém os resultados não confirmaram tal hipótese. 

A produção de blastocistos quiméricos, por meio da microinjeção de células 

semelhantes às CTE em blastocistos bovinos PIV, foi relatada com sucesso 

(WOLF et al., 2004). Esta técnica, além de proporcionar avanços na produção de 

bovinos transgênicos, permite a validação eficaz da pluripotência das CTE 

utilizadas. 

 

 

 

 

B A 
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4.4. Padrão não aleatório de distribuição celular no quimerismo 

 

Quando dois embriões 2n, com 2 a 8 blastômeros, são agregados o 

quimerismo pode ocorrer tanto no epiblasto como no hipoblasto ou no 

trofectoderma. No entanto, quando células oriundas da MCI de embriões 

compactados são utilizadas para a produção de quimeras - quer pela 

microinjeção, em mórula ou blastocisto, quer pela agregação com embriões de 8 

células (2n) - elas irão apenas contribuir para a formação do epiblasto e do 

hipoblasto, mas não do trofectoderma. Esta restrição da MCI reflete o seu 

comprometimento com linhagens celulares que não a trofectodérmica (WOLPERT, 

2008). 

As CTE apresentam uma contribuição semelhante, uma vez que elas são 

originadas da própria MCI. As CTE se diferenciam, geralmente, em linhagens 

celulares competentes para todos os tipos de tecidos embrionários e alguns 

extraembrionários (dentre eles o âmnio, o mesoderma e o endoderma do saco 

vitelino, o alantoide e alguns vasos sanguíneos na placenta; BEDDINGTON & 

ROBERTSON, 1989). Entretanto, as CTE não se diferenciam em trofectoderma e, 

consequentemente, não compõem o córion. Por outro lado, as células tronco 

trofectodérmicas, que são exclusivamente derivadas do trofectoderma do 

blastocisto contribuem, em quimeras, apenas para a formação coriônica (TANAKA 

et al., 1998). 

Em bovinos, PICARD et al. (1990) demonstraram, pela agregação, a 

competência de células de embriões em diferentes estágios de desenvolvimento. 

Neste experimento, a MCI de blastocistos (de 8 dias) foi agregada com mórulas 
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(de 5,5 dias), ou seja, células já com restrições em sua distribuição (MCI) com 

aquelas sem (mórulas). Disso foram obtidos oito embriões quiméricos, os quais, 

após inovulação, geraram 6 animais nascidos, 5 deles quiméricos e com traços 

fenotípicos predominantemente oriundos da MCI agregada. 

Não obstante, como ferramenta científica, embriões poliploides (mais 

comumente os 4n), têm sido utilizados com frequência em experimentos 

direcionados ao entendimento da biologia do desenvolvimento tais como, 

mecanismos embrionários que regulam o tamanho e o número de células, bem 

como influenciam a taxa de clivagem. Além disso, eles têm sido utilizados para 

modelos de entendimento de polissomia humana e do equilíbrio genômico 

parental (LIU et al., 2004; DAVOLI et al., 2010; HUNA et al., 2011). 

 

4.4.1. Tetraploidia embrionária e quimerismo 

 

O conceito de tetraploidia é bastante difundido na biotecnologia da produção 

embrionária. Embriões 4n podem ser produzidos por meio da inibição da clivagem 

ou pela fusão dos blastômeros (SHINOZAWA et al., 2006). No primeiro, visa-se a 

inibição da clivagem a fim de permitir a duplicação do material genético sem 

divisão celular subsequente utilizando, para tanto, fatores inibitórios como a 

colchicina (EDWARDS, 1958) ou a citocalasina B (SNOW, 1973; TARKOWSKI et 

al., 1977). Já no segundo método, blastômeros 2n (estágio embrionário de 2 

células) podem ser fundidos com o emprego de polietileno glicol (EGLITIS, 1980; 

SPINDLE, 1981), vírus Sendai inativo (O’NEILL et al., 1990) ou por eletrofusão 

(BERG, 1982; KUBIAK & TARKOWSKI, 1985). 
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A técnica de fusão dos blastômeros 2n, mediante a passagem direta da 

corrente elétrica, consiste na forma mais utilizada e, aparentemente, mais eficiente 

da indução de tetraploidia em embriões. Isto foi mais bem demonstrado quando 

KRIVOKHARCHENKO et al. (2002) verificaram que as taxas de fusão de embriões 

de ratos com polietileno glicol (56,3 %) são significativamente inferiores àquelas 

obtidas mediante a eletrofusão (96,1 %). 

KUBIAK & TARKOWSKI (1985) fundiram blastômeros de embriões de 

camundongos, no estágio de 2 células, utilizando um pulso de 1 kV/cm com 

duração entre 100 e 250 μs e conseguiram produzir blastocistos 4n, embora não 

tenham se desenvolvido a termo. SHINOZAWA et al. (2006) realizaram 

experimento análogo, mais recente e com ratos, também observando o mesmo 

desenvolvimento posimplantacional incompleto. 

De forma semelhante, mas em coelhos, OZIL & MODLINSKI (1986) fundiram 

embriões com um pulso de 3 kV/cm durante 1000 μs e, além de blastocistos 

tetraploides expandidos, recuperaram uma estrutura em mosaico (2n/4n) e 

conseguiram obter a termo indivíduos normais, aferindo a eficiência da técnica. 

PROCHAZKA et al. (2004) compararam o padrão de desenvolvimento de 

embriões de suínos 2n e 4n e verificaram desenvolvimento similar entre ambas as 

ploidias embrionárias, no entanto, PRATHER et al. (1996) foram além e 

microinjetaram células da MCI de embriões 2n no espaço perivitelino de 

blastocistos 4n, também na espécie suína. Com isso, demonstraram a 

possibilidade de obter um feto oriundo de um embrião com trofectoderma 4n. 

Apesar de bastante difundida e padronizada em camundongos (NAGY et al., 

1993), a técnica de eletrofusão, em embriões bovinos produzidos in vitro, só 
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obteve êxito nos últimos dez anos com a produção in vitro de blastocistos 4n 

(CURNOW et al., 2000) mediante a utilização de 1 pulso de 1,4 kV/cm com 

duração de 100 μs. Em seguida, IWASAKI et al. (2000a) expandiram as 

possibilidades da técnica com o nascimento de bezerros quiméricos oriundos da 

agregação de CTE (2n) com embriões 4n produzidos por eletrofusão e utilizando 

para tanto dois pulsos de 1 kV/cm por 25 μs. 

 

 

DARABI et al. (2008) testaram vários parâmetros de voltagem (0,5; 0,75; 1,0; 

1,25 e 1,5 kV/cm) e do tempo do eletrochoque (20; 40; 60; 80 e 100 μs) e 

verificaram que os melhores resultados de fusão, clivagem e desenvolvimento, na 

espécie bovina, foram com a utilização de um pulso de 0,75 kV/cm durante 60 μs. 

 

4.5. Relevância do quimerismo embrionário 

 

Atualmente, a produção de quimeras embrionárias é um procedimento viável 

e que possibilita a obtenção de informações relacionadas aos mecanismos da 

Figura 3. Bezerros quiméricos 
derivados da agregação de células 
semelhantes às CTE com embriões 
tetraploides (IWASAKI et al., 2000a). 
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pluripotência, da embriogênese e da organogênese (BARNES, 1976; 

TARKOWSKI, 1998; NAGY et al., 2003). 

Além disso, as quimeras se apresentam como uma poderosa ferramenta 

(independentemente da técnica empregada para a sua produção) nos estudos de 

CTE (WOOD et al., 1993). Devido a sua capacidade de diferenciação, as CTE 

oferecem um instrumento indispensável para estudos, tanto in vitro quanto in vivo, 

no campo da genética, do desenvolvimento embrionário e na investigação de 

algumas doenças (NAGY & VINTERSTEN, 2006; DRAPER & NAGY, 2007). 

Estudos desse tipo são essenciais em se tratando da abordagem terapêutica 

das CTE, pois, conhecendo o destino, o comprometimento e a diferenciação 

dessas células, torna-se possível estudar mecanismos de controlar esses 

processos - in vivo e in vitro. Assim, o quimerismo é uma ferramenta importante e 

viável para estudos relacionados tanto ao conhecimento básico como ao aplicado 

(NAGY, 2004). 

As quimeras embrionárias também podem ser utilizadas para analisar o 

comportamento celular de um fenótipo mutante, relevante para o estudo de 

diversas doenças, inclusive ligadas ao comportamento animal (LOW-ZEDDIES & 

TAKAHASHI, 2005; PAPAIOANNOU & GARDNER, 1979; TAM & ROSSANT, 

2003). 

Embora o camundongo seja o mamífero mais estudado nesta técnica, já 

foram produzidas quimeras embrionárias em diversos mamíferos, como rato, 

coelho, ovinos, caprinos, bovinos e em humanos, além de terem sido produzidas 

quimeras interespecíficas, utilizando camundongos (Mus musculus e Mus caroli) e 
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ruminantes (ovelha e cabra; POLZIN et al., 1987; TARKOWSKI, 1998, 

respectivamente). 

Cabe salientar que, atualmente, a prova máxima (“gold standard”) para o 

diagnóstico in vivo da pluripotência de qualquer linhagem de CTE obtida (de ratos 

ou camundongos) é um método de quimerismo. No ensaio de complementação 

tetraploide (Tetraploid Complementation Assay), a agregação de CTE com dois 

embriões 4n (modelo “sanduíche”) permite que nasçam animais saudáveis - e 

100% derivados das CTE - apenas quando as CTE foram plenamente 

pluripotentes. Neste caso, além da parte somática, os animais nascidos terão as 

suas células germinativas derivadas das CTE e passarão, via gameta, o genótipo 

destas para sua prole (NAGY et al., 2003). 

Nesse sentido, as quimeras embrionárias de camundongos são de grande 

importância por representarem um bom modelo animal para o próprio quimerismo 

de outras espécies, principalmente aquelas de interesse comercial zootécnico, em 

que a logística e o custo, dos experimentos, são sempre mais elevados e 

complexos. 
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RESUMO 

Contexto: No quimerismo por agregação, células embrionárias oriundas de 

fertilizações distintas se distribuem aleatoriamente para formar um único 

indivíduo. Entretanto, a formação de embrião tetraploide (4n), por eletrofusão, e a 

posterior agregação com um embrião diploide (2n) resulta em um embrião 

quimérico, porém com massa celular interna (MCI) exclusivamente 2n. Logo, a 

agregação de um embrião 4n zebuíno (Bos indicus; termorresistente) com um 2n 

taurino (Bos taurus; termossensível) resultaria em MCI exclusivamente taurina, 

porém com o trofectoderma (futuro córion) de maior composição zebuína, 

podendo constituir um modelo para estudos de adaptação gestacional deste 

embrião/feto em clima tropical. O objetivo do presente trabalho foi padronizar a 

produção de embriões 4n da raça Nelore (Bos indicus) bem como o quimerismo 

por agregação entre embriões 2n mestiços (½ Bos taurus e ½ Bos indicus) com 

4n Bos indicus. 

Material e Métodos: Oócitos provenientes de vacas da raça Nelore foram 

maturados, fertilizados com sêmen de touros Nelore ou Holandês e cultivados em 

meio SOF. Embriões Nelore com 2 células (30 h pós-inseminação, hpi) foram 

selecionados para a eletrofusão e utilizando vários parâmetros, como o número 

de pulsos (1 ou 2), a voltagem (0,4; 0,5; 0,75; 1,0; 1,4; 5,0 kV/cm) e a duração do 

eletrochoque (20; 25; 50; 60 μs). Embriões 4n zebuínos e embriões 2n ½ taurinos 

(ambos 72 hpi) foram tratados com protease (remoção da zona pelúcida) e com 

fitohemaglutinina, como agente aglutinador. Pares de embriões 2n e 4n (½ B. 
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taurus e B. indicus, respectivamente) foram agregados e cultivados até o estágio 

de blastocisto em poços individuais. 

Resultados: Os melhores resultados de fusão (92%) e de clivagem pós-fusão 

(66%) foram obtidos com um pulso de 0,75 kV/cm, por 60 μs. A produção de 

blastocistos 4n foi de 31,5%, com estes parâmetros. Quatro quimeras (13%) 

embrionárias (4n+2n) desenvolveram-se até o estágio de blastocisto. 

Conclusão: Foi validada a produção de embriões tetraploides zebuínos por 

eletrofusão e o quimerismo entre embriões 4n e 2n (B. indicus e ½ B. taurus, 

respectivamente). A provável distribuição não aleatória das células 4n pode 

permitir a utilização, do presente modelo experimental, em pesquisas aplicadas 

sobre a interação materna-coriônica-fetal em ambientes tropicais do Brasil. 

Palavras chave: Quimerismo embrionário, agregação, tetraploidia, gado bovino, 

Bos taurus, Bos indicus. 
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Contexto 

Introdução 

A técnica do quimerismo vem sendo desenvolvida - de modo intraespécie - com 

embriões de camundongos [1-4], ratas [5], coelhas [6], ovelhas [7], cabras [8], porcas [9-

11] e vacas [12-14]. Alguns experimentos, no entanto, obtiveram sucesso na produção de 

quimeras interespécies entre camundongos (Mus musculus e Mus carolis; [15]) e entre 

pequenos (ovelhas e cabras [16,17]) e grandes ruminantes (Bos taurus e Bos indicus; 

[18,19]). 

A tetraploidia espontânea é uma aberração cromossômica relativamente rara que 

ocorre em mamíferos, descrita primariamente em murinos [20]. Porém, a tetraploidia pode 

ser induzida em embriões mediante a inibição da clivagem para permitir a duplicação do 

material genético sem divisão celular utilizando, para tanto, fatores inibitórios como a 

colchicina [21] ou a citocalasina B [22,23]. Outro método para a produção de embriões 

tetraploides é mediante a fusão de blastômeros diploides, em embriões no estágio de duas 

células, com o uso de polietileno glicol [24,25], do vírus Sendai inativado [26] ou da 

eletrofusão [27,28]. 

Embriões tetraploides foram capazes de desenvolverem-se, normalmente, até o 

estágio de blastocisto em camundongos [29], ratos [30], coelhos [31] e gado bovino 

[32,33]. Desse modo, foi possível a utilização destes embriões na formação de quimeras 

com agregados de células tronco embrionárias [34,12] ou com embriões diploides [35]. 

Em quimeras tetraploides/diploides ocorre um padrão não aleatório de distribuição 

celular no concepto formado. Nestas quimeras, as células tetraploides vão contribuir para 

formar o tecido extraembrionário (trofectoderma e, posteriormente, o córion), mas não a 
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massa celular interna. Logo, os indivíduos nascidos a partir desta técnica serão compostos 

apenas pela contribuição das células diploides agregadas [36]. Em camundongos, a 

agregação de células tronco embrionárias com embriões diploides mostrou que elas podiam 

compor vários tecidos ao passo que, quando elas foram agregadas com embriões 

tetraploides, resultaram em embriões com a massa celular interna formada exclusivamente 

pelas mesmas [27,37]. 

Devido à necessidade de parâmetros adequados para a realização da eletrofusão e, 

em virtude da falta de consenso quanto aos parâmetros já utilizados para produção de 

embriões tetraploides em várias espécies de mamíferos [12,28,31,32,35,38,39], um dos 

objetivos deste trabalho foi avaliar o efeito do número de pulsos elétricos (1 ou 2), a 

intensidade da voltagem (0,4; 0,5; 0,75; 1,0; 1,4 e 5,0 kV/cm) e a duração do eletrochoque 

(20; 25; 50 e 60 μs) na fusão e no desenvolvimento de embriões Bos indicus produzidos in 

vitro. O outro objetivo foi a produção de quimeras embrionárias pela agregação destes 

embriões tetraploides (B. indicus) com embriões mestiços diploides (½ B. taurus) 

produzidos simultaneamente in vitro. 

Esta abordagem pressupõe um modelo experimental mais amplo, no qual ocorreria, 

durante a gestação de um concepto quimérico B. indicus (4n) com B. taurus (2n), a 

integração entre o córion placentário (2n+4n) com um feto exclusivamente de origem 

taurina (2n). Tal modelo permitiria futuras investigações sobre os efeitos que um 

componente placentário, oriundo de uma raça termorresistente, poderia exercer sobre a 

gestação de um animal de origem europeia, e termossensível, em um país de clima tropical 

como o Brasil. 
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Material e Métodos 

 

Produção in vitro de embriões 

Todos os reagentes e meios foram adquiridos dos Laboratórios Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA), Gibco (Langley, OK, USA; soro fetal bovino), Vivimed (Ribeirão Preto, 

SP, Brasil; Choriomon®) e Hertape Calier (Juatuba, MG, Brasil; Pluset®). 

 

Recuperação e classificação dos oócitos 

O processo de produção in vitro de embriões baseou-se na técnica descrita por 

Eberhardt et al. [40]. Os ovários, coletados em frigoríficos e provenientes de animais 

zebuínos em dias aleatórios do ciclo estral, foram transportados em recipientes térmicos 

contendo solução salina (NaCl 0,9%) mantida em uma temperatura entre 30 e 37ºC. 

As aspirações foliculares foram realizadas com agulhas 19 G acopladas a seringas 

de 10 mL. Folículos com diâmetro entre 3 e 8 mm foram puncionados e o fluido folicular 

com os complexos cumulus-oócitos (COCs) imaturos foram depositados em tubos cônicos 

estéreis (Corning®) e imersos em Banho Maria à 37ºC. Após sedimentação, os COCs foram 

classificados em quatro categorias, de acordo com suas características celulares [41]: I) 

oócitos com citoplasma homogêneo, circundados por três ou mais camadas compactas de 

células do cumulus; II) oócitos com menos de três camadas de células do cumulus ou 

parcialmente desnudos, porém com granulação homogênea no citoplasma; III) oócitos 

circundados apenas por células da corona radiata; IV) oócitos desnudos. 
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Maturação in vitro 

COCs das categorias I, II e III foram lavados três vezes em meio TCM 199 com 

HEPES contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 μg/mL de piruvato e 75 μg/mL de 

amicacina. Após isso, eles foram lavados duas a três vezes no meio de maturação e 

distribuídos em 4 gotas (média de 25 COCs/gota) contendo 90 μL deste meio e cobertas 

com 3,5 mL de óleo mineral em placas de Petri (Corning®) de 35 x 10 mm. O meio de 

maturação utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato contendo 10% de SFB, 2 μg/mL de 

piruvato, 75 μg/mL de amicacina, 20 μg/mL de FSH (Pluset®) e 10 UI/mL de LH 

(Choriomon®). Os meios, preparados com 2 horas de antecedência, foram mantidos a 39ºC 

em incubadora. A maturação dos COCs foi realizada em incubadora a 39ºC (5% de CO2 em 

ar), durante 22 a 24 horas. 

 

Preparo do sêmen e fertilização in vitro 

O aquecimento da palheta, de sêmen criopreservado, foi realizado em água a 37ºC 

por 30 s. Em seguida, o sêmen foi depositado sobre a superfície do gradiente de Percoll 

com densidade descontínua (2 mL a 45% sobre 2 mL a 90%), em tubo cônico de 15 mL e 

centrifugado a 900 x g por 30 min. 

Durante a centrifugação do sêmen, os COCs já maturados foram lavados três vezes 

no meio TCM 199 com HEPES e uma vez no meio de fertilização, antes de serem 

transferidos para gotas, do mesmo meio, e cobertas com 3,5 mL de óleo mineral em placas 

de Petri de 35 mm x 10 mm. 

Após a centrifugação, os espermatozoides viáveis obtidos do sedimento foram 

submetidos à avaliação de motilidade (lâmina e lamínula) e concentração (câmara de 
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Neubauer), ambos sob microscopia óptica, e diluídos em volume apropriado do meio de 

fertilização para uma concentração final de 1 x 106 espermatozoides/mL. 

Em seguida, foi realizada a fertilização dos oócitos utilizando 10 μL de sêmen 

diluído por gota, durante 10 a 12 horas, a 39ºC, em 5 % de CO2 em ar. O meio de 

fertilização consistiu de TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL de albumina sérica bovina 

(BSA) livre de ácidos graxos, 2 L/mL de piruvato, 75 g/mL de amicacina, 11 g/mL de 

heparina e 44 L/mL de solução de Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina (PHE). 

 

Desnudamento e cultivo in vitro dos embriões 

Entre 10 a 12 horas pós inseminação (hpi) os prováveis zigotos foram transferidos 

do meio de fertilização para tubos cônicos, com 1 mL de meio TCM 199 com HEPES 

conforme descrito anteriormente, os quais foram submetidos à agitação (“vortex” Phoenix®, 

AP-56) a 3000 rpm, durante 3 a 5 minutos, para a remoção das células do cumulus 

circundantes ao oócito, bem como dos espermatozoides associados. Em seguida, os 

prováveis zigotos foram lavados duas vezes em meio TCM 199 com HEPES e, por último, 

uma vez em meio de cultivo, sendo então transferidos para gotas de cultivo de 90 μL (20 a 

25 oócitos/gota), cobertas com óleo mineral, em placas de Petri de 35 mm. Foi utilizado o 

meio de cultivo SOF (“synthetic oviduct fluid” [42]), acrescido de 25% de SFB, 5% de 

BSA e 0,2% de piruvato de sódio. 

Durante todo o cultivo, as placas contendo os embriões foram colocadas em sacos 

plásticos contendo uma mistura gasosa de 5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2 (White 

Martins, São Paulo, SP, Brasil). As trocas parciais do meio de cultivo foram realizadas a 

cada 48 horas, quando foram retirados 50 μL do meio presente na gota, juntamente com 

estruturas degeneradas, e acrescentado o mesmo volume de meio de cultivo fresco.  
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Produção in vitro de embriões tetraploides 

 Oócitos bovinos, oriundos de fêmeas com fenótipo majoritariamente ou totalmente 

da raça Nelore (B. indicus), foram maturados, fertilizados com sêmen da mesma raça e 

cultivados conforme protocolo descrito anteriormente. 

 Após 30 a 35 hpi, embriões Nelore com duas células - e caracterizados pela 

presença de um eixo interblastômeros com a nítida separação das células entre si - foram 

selecionados, retirados do meio de cultivo in vitro e lavados em gotas de PBS (Phosphate 

Buffered Saline) acrescido de 10% de SFB. Em seguida, eles foram lavados duas vezes em 

meio de fusão para, então, serem posicionados com o eixo interblastômeros em paralelo aos 

eletrodos da câmara de eletrofusão (BTX Microslide Model #450-1; espaço intereletrodos 

de 1 mm) e previamente preparada para o procedimento com 0,5 mL do meio de fusão. O 

meio de fusão utilizado foi o Manitol 0,28 M, acrescido de 0,05% de BSA, 0,01 mM de 

MgSO4, 0,05 mM de CaCl2 e pH ajustado entre 7,2 e 7,4. Para produzir os pulsos elétricos 

foi utilizado o eletrofusor ECM 830 (BTX®, Harvard Apparatus, Massachusetts, EUA). 

Logo após a emissão do pulso elétrico, os embriões foram lavados duas vezes em meio de 

cultivo antes de retornaram para a incubadora e o cultivo in vitro, conforme descrito 

anteriormente. 

O sucesso da fusão foi avaliado após 1 hora da emissão do pulso elétrico, quando os 

embriões fundidos corretamente perderam o eixo interblastômeros e apresentaram uma 

membrana citoplasmática única em todo o perímetro embrionário (Figura 3-B). 

Foram testados vários parâmetros diferentes para a eletrofusão, como a presença ou não de 

um pulso para o pré-alinhamento (5 kV/cm; 5 s), número de pulsos elétricos (1 ou 2), 

intensidade da voltagem (0,4; 0,5; 0,75; 1,0; 1,4 e 5,0 kV/cm) e duração do eletrochoque 

(20; 25; 50 e 60 μs). 
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Procedimentos para a agregação embrionária e produção de quimeras 

Oócitos bovinos oriundos de fêmeas com fenótipo predominantemente da raça 

Nelore foram maturados, fertilizados com sêmen taurino (raça Holandesa Preta e Branca; 

Bos taurus) e cultivados, concomitantemente, aos embriões B. indicus conforme descrito 

anteriormente. 

Embriões, de ambas composições raciais e ploidias, em estágios de 

desenvolvimento pré-compactação (8 a 16 células) foram submetidos ao tratamento com 

solução de protease a 0,5% (Pronase E®; Kaken Kagaku, Chiba, Japan) para a remoção da 

zona pelúcida. 

Em seguida, os embriões foram lavados em meio TCM 199 com Hepes e tratados 

com uma concentração de 500 μg/mL de fitohemaglutinina (FHA) durante 3 minutos. Os 

embriões - pares de B. indicus 4n e mestiço B. taurus 2n - foram depositados em poços 

prontos (Embryo GPS, SunIVF, EUA) ou produzidos em placas de Petri estéreis (baseado 

na metodologia “WOW” descrita por Vajta et al. [43]) previamente preenchidos com meio 

de cultivo e cobertos com óleo mineral. O par de embriões foi mantido em estreito contato 

físico visando a sua agregação [44] conforme a Figura 1. Uma vez agregadas, as quimeras 

foram cultivadas até o estágio de blastocisto expandido (Dias 8 a 9 conforme descrito para 

a produção in vitro). 
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Fig. 1. Imagens ilustrativas do contato realizado em um par de embriões sem zona pelúcida, 

em estágio de desenvolvimento de 8 células e dentro de um poço para agregação do tipo 

“WOW” (esquerda; arquivo pessoal de I. P. Emanuelli) e de blastocistos expandidos 

quiméricos bovinos (centro e direita). 

 

Grupos experimentais 

Embriões produzidos in vitro (PIV), tanto Bos indicus quanto mestiços B. taurus, 

não submetidos a nenhum tipo de tratamento além daqueles inerentes à PIV, compuseram 

um controle interno da própria PIV. 

Os agregados embrionários entre B. taurus (2n) e B. indicus (4n), com viabilidade 

celular suficiente para se agregar e desenvolver como um único embrião, consistiram no 

grupo experimental quimera. 

De modo adicional, foram utilizados para a agregação pares de embriões B. indicus 

diploides, de acordo com a disponibilidade de estruturas após a formação do grupo 

experimental quimera, que compuseram o grupo controle quimera. 

As taxas foram comparadas aos pares (Tabelas 1 e 2) ou entre três ou mais grupos 

(Tabela 1), mediante o Teste exato de Fisher e o Teste do Qui Quadrado, respectivamente, 
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utilizando o software SigmaStat for Windows versão 3.10 (Systat Software Inc., 2004). A 

significância foi considerada quando o P<0,05. 

 

Resultados 

 

Produção in vitro de embriões bovinos 

A taxa de clivagem, bem com de formação de mórulas, blastocistos e blastocistos 

eclodidos do controle PIV foram, respectivamente, 85,3; 62,2; 23,1 e 18,1%, em embriões 

Bos indicus não selecionados para a eletrofusão (n=238 oócitos fertilizados). Para o 

controle PIV de embriões mestiços B. taurus (não selecionados para a agregação), as taxas 

de desenvolvimento foram de 66,1; 46,6; 11,8 e 7,6%, respectivamente para clivagem, 

mórulas, blastocistos e blastocistos eclodidos (n=118 oócitos fertilizados). 

 

Produção in vitro de embriões tetraploides 

Na Figura 2, estão imagens ilustrativas dos primeiros embriões eletrofundidos e 

competentes, quanto ao desenvolvimento até blastocisto expandido, que validaram a 

técnica. As taxas de fusão e clivagem pós-fusão encontram-se na Tabela 1. 
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Fig. 2. Imagens ilustrativas de blastocistos tetraploides bovinos (Bos indicus), 

iniciais e expandidos, produzidos após eletrofusão com a voltagem de 0,75 kV/cm 

por 60 μs. 

 

Tabela 1. Diferentes parâmetros testados, para a emissão do pulso elétrico, na tentativa de 

eletrofusão de embriões bovinos com 2 células, produzidos in vitro e da raça Nelore, bem 

como suas respectivas taxas de fusão e de clivagem pós-fusão. 

Pulso Pré-

alinhamento 

Número de 

Pulsos 

Voltagem 

(kV/cm) 

Duração do 

pulso (μs) 

Embriões 

utilizados  

Taxa de 

fusão (%) 

Taxa de 

clivagem (%) 

5 kV/cm;5 s 2 0,4 50 25  36b  0 

- 2 0,5 25 15 80ª 0 

- 1 0,75 60 100 93ª 71 

- 1 1,0 50 50 14c 0 

- 1 1,4 25 34 9c 0 

- 1 5,0 20 10 10c 0 

a,b,c Letras diferentes indicam diferença estatística entre as taxas de fusão. 
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 Com relação à posterior clivagem, a melhor taxa de fusão (93%) foi obtida com o 

uso de apenas 1 pulso de 0,75 kV/cm durante 60 μs. Com exceção do parâmetro de 2 pulsos 

de 0,5 kV/cm durante 25 μs (semelhante ao parâmetro descrito anteriormente), as demais 

combinações testadas dos parâmetros resultaram em menor taxa de fusão. Desse modo, 

houve diferença significativa entre as taxas de fusão dos 6 diferentes conjuntos de 

parâmetros testados (P<0,001). Na Figura 3 podem ser observadas as características dos 

embriões pré (A) e pós (B) fusão, quanto à avaliação morfológica do procedimento. 

 

  

Fig. 3. A) Embriões, Bos indicus e produzidos in vitro, de duas células (30 hpi) antes do 

protocolo de eletrofusão. O eixo interblastômeros é evidente na maioria deles. B) Os 

mesmos embriões, mostrados em A, após a emissão do eletrochoque e já fundidos ou em 

processo de fusão, em sua maioria, visível devido à perda do eixo interblastômeros. 

 

Entretanto, o desenvolvimento pós-fusão, avaliado pela taxa de clivagem 30 horas 

pós-eletrochoque, somente ocorreu com os parâmetros de 0,75 kV/cm durante 60 μs e 

resultou em 71%. 

A B 
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Na validação da produção de embriões B. indicus tetraploides, a taxa de produção 

de blastocistos foi de 43%, com base nos embriões de duas células selecionados para o 

procedimento de eletrofusão (43/100). 

 

Produção de quimeras embrionárias bovinas 

Foram realizadas quatro replicatas para a produção de embriões quiméricos B. 

indicus (4n) com mestiços B. taurus (2n). Do total de 48 tentativas de agregação entre pares 

de embriões, 31 foram do grupo experimental quimera (interespécies e com diferentes 

ploidias) e 17 do grupo controle quimera. As taxas, de agregação e de blastocistos 

quiméricos produzidos, foram semelhantes em ambos os grupos (P>0,5; Tabela 2) e, em 

conjunto, resultaram em 56,3 e 14,6%, respectivamente. 

 

Tabela 2. Pares de embriões utilizados, taxa de agregação destes pares e taxa de formação 

de blastocistos quiméricos dos grupos controle quimera (Bos indicus, 2n) e experimental 

quimera [mestiço B. taurus (2n) com B. indicus (4n)]. 

 
Pares embrionários 

(n) 

Taxa de  

Agregação % (n) 

Taxa de 

Blastocistos % (n) 

Controle quimera 17 52,9 (9) 17,6 (3) 

Experimental quimera 31 58,1 (18) 12,9 (4) 

Total 48 56,3 % 14,6 % 

 

 Quando considerada a taxa de blastocistos quiméricos a partir dos pares de embriões 

efetivamente agregados, não houve diferença estatística significativa entre os grupos 

controle quimera (33,3%; 3/6) e experimental quimera (22,2%; 4/14; P>0,5). 
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Discussão 

 Os resultados obtidos na PIV, especialmente quanto às taxas de formação de 

blastocistos (23,1 e 11,8% para Bos indicus e mestiço B. taurus, respectivamente), dos 

embriões não submetidos a tratamento experimental foram um pouco aquém, em termos de 

valores absolutos, daqueles obtidos por Satrapa et al. [45] com B. indicus (34,7%), mas 

foram similares aos obtidos, recentemente, com mestiço B. taurus (10,4%) no mesmo 

laboratório (Silva CF, comunicação pessoal). A produção in vitro pode apresentar tais 

variações, dentro de um mesmo laboratório, em curtos períodos de tempo, dentro de uma 

mesma raça ou entre raças distintas. Essa variação, entretanto, ainda que esteja aquém do 

esperado não comprometeu o objetivo principal do trabalho que visou a obtenção de 

estruturas quiméricas viáveis contendo ambas as raças e ploidias. 

Quanto à padronização dos parâmetros da eletrofusão, aplicados para a produção de 

embriões tetraploides, alguns pormenores merecem atenção. O pulso de pré-alinhamento 

(corrente alternada) foi testado com apenas um conjunto de parâmetros e não foi eficiente 

em sua função de alinhar o eixo interblastomérico, do embrião de duas células, 

paralelamente aos eletrodos. Sendo assim, o alinhamento manual, e com a ajuda de uma 

agulha 19 G esterilizada, foi utilizado para esta finalidade e considerado adequado. 

Corroborando que o pulso de corrente alternada, para alinhar o embrião pré-fusão, não é 

essencial, Darabi et al. [46] utilizaram o alinhamento manual e apenas corrente direta para a 

fusão de embriões bovinos. 

O pulso definido como adequado, tanto para a fusão quanto a posterior clivagem e 

desenvolvimento embrionário, foi um pulso único de corrente direta com 75 V por 60 μs 

em uma câmara de fusão com 1 mm de espaço entre os eletrodos, equivalendo a 0,75 
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kV/cm. Esta voltagem é relativamente baixa em comparação com o utilizado por outros 

autores [12,28,31,32,35,38,39]. Na espécie bovina, Iwasaki et al. [12] utilizando um pulso 

de 1,0 kV/cm por 25 μs, obtiveram uma taxa de 75,5% de clivagem pós-fusão, enquanto 

Curnow et al. [32] obtiveram 72,1% de clivagem pós-fusão com um pulso de 1,4 kV/cm 

durante 100 μs. Ambos os resultados foram semelhantes aos observados no presente 

experimento, no qual foi verificada uma taxa de clivagem pós-fusão de 71%. 

Darabi et al. [46] por sua vez, com os mesmos parâmetros utilizados neste trabalho 

(0,75 kV/cm; 60 μs) obtiveram, em termos numéricos absolutos, valores ligeiramente 

inferiores quanto a taxa de fusão (69 vs 93%) e de clivagem pós-fusão (66 vs 71%) de 

embriões bovinos PIV. Desse modo, pode ser inferido que os parâmetros validados neste 

experimento, como viáveis para a produção de embriões Bos indicus tetraploides, possam 

ser distintos dos padronizados anteriormente para embriões B. taurus, visto as diferenças 

fisiológicas descritas entre ambas as espécies. 

 Os agregados quiméricos, produzidos em sua totalidade, tiveram taxas pouco 

elevadas de agregação (56,3%) e de blastocistos (14,6%) quando comparadas com as de 

Boediono et al. [13]. Estes autores, usando ágar como agente aglutinador, obtiveram taxas 

de 93 e 88%, respectivamente na agregação e na formação de blastocistos bovinos 

quiméricos de embriões PIV e partenogenéticos, em estágio de desenvolvimento 

semelhante àqueles utilizados no presente experimento. Entretanto, as diferenças entre os 

agentes aglutinadores utilizados (fitohemaglutinina vs ágar), a origem do embrião agregado 

(tetraploide vs partenogenético), a espécie utilizada nas quimeras (100% B. taurus vs ~75% 

B. indicus), além de potenciais diferenças inerentes aos sistemas de PIV, poderiam ser 

responsáveis por estas diferenças observadas. 
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 Além disso, a taxa total de blastocistos quiméricos produzidos (14,6%) neste 

experimento poderia ser considerada inferior quando comparada com a obtida naquele de 

Williams et al. [19], onde 15 bezerros quiméricos (B. indicus e B. taurus) foram produzidos 

a partir de 112 embriões inovulados (13,4% de gestação). Entretanto, os embriões 

utilizados por estes autores foram produzidos in vivo e com manipulação menos artificial 

(bipartição), o que minimizaria os danos inerentes da manipulação embrionária. Não 

obstante, o presente experimento aventou a possibilidade de agregar, de forma similar, 

embriões interespecíficos (mestiço B. taurus com B. indicus), porém com indução da 

tetraploidia em embriões PIV, uma conjunção que requer maior período de manipulação e, 

logo, uma maior resistência embrionária. 

Assim, uma razoável explicação para a baixa taxa de sobrevivência (isto é, dos 

blastocistos quiméricos produzidos) pode ser em decorrência do excesso de manipulação - 

quer pela própria PIV quer pela tetraploidia induzida - dos embriões neste estágio inicial de 

desenvolvimento (8 a 16 células), no qual se sabe que os embriões são particularmente 

sensíveis a várias formas de estresse [47,48]. Não podem ser excluídos desta análise, os 

efeitos negativos da baixa produção in vitro dos embriões, neste experimento, e a 

progressiva aquisição de destreza manual, na execução das técnicas pelo operador, como 

fatores aditivos para a taxa de 14,6% de quimeras produzidas. 

A avaliação morfológica indica que foram produzidos blastocistos quiméricos 

mestiço B. taurus (2n) com B. indicus (4n). É esperado que, nestas estruturas, a 

contribuição do componente diploide, do agregado, seja predominante na massa celular 

interna, enquanto o componente tetraploide B. indicus contribua exclusivamente na 

formação de futuros elementos extraembrionários, ou seja, no trofectoderma do blastocisto 

quimérico [49-51]. Essa potencial distribuição tecidual dos genótipos das espécies bovinas 
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(B. indicus 4n exclusivamente no córion e B. taurus 2n exclusivamente no feto), proposto 

como modelo neste experimento, permitiria futuras avaliações - sob ambiente tropical - da 

comunicação entre placenta e feto, respectivamente oriundos de raça bovina 

termorresistente (zebuína) e termossensível (taurina). Tal comunicação, placentária-fetal, já 

foi proposta em camundongos como sendo ativa e regulatória do desenvolvimento 

hipotalâmico fetal [52]. Neste trabalho, Broad & Keverne propuseram que, sob privação 

alimentar por 24 horas da fêmea gestante, a placenta ativamente - e, parcialmente, via o 

gene Peg3 com imprinting materno - compensou a privação alimentar e manteve, às suas 

custas, o crescimento hipotalâmico fetal [52]. 

O padrão não aleatório de distribuição celular, em decorrência da ploidia celular, 

está classicamente estabelecido em camundongos [53]. Entretanto, existe a possibilidade de 

que nem todos os embriões fundidos tornem-se efetivamente tetraploides, principalmente se 

os prováveis embriões tetraploides, a serem agregados, estiverem em fases pós-

compactação [34]. Tal fato (isto é, a perda da tetraploidia após a eletrofusão, em embriões 

peri-compactação) suportaria neste, e em futuros experimentos, a escolha por embriões em 

estágios pré-compactação, do desenvolvimento, como a melhor opção para a produção de 

quimeras embrionárias por agregação. 

 

Conclusão 

Os resultados morfológicos indicam a viabilidade da produção de embriões 

quiméricos mestiço B. taurus (2n) com B. indicus (4n). No entanto, o estabelecimento de 

gestações, do desenvolvimento in vivo destas quimeras e, principalmente, de seu 
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nascimento, deve ser realizado a fim de validar, no genótipo e no fenótipo dos neonatos, o 

padrão não aleatório de distribuição das células tetraploides do agregado quimérico. 
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Considerações finais 

A hipótese de que a agregação de embriões Bos indicus tetraploides e 

diploides (sêmen da raça Holandesa preta e branca - Bos taurus - e oócitos da 

raça Nelore) produziriam quimeras bovinas com desenvolvimento in vitro, incluindo 

a formação de blastocistos expandidos, de modo semelhante aos embriões 

produzidos in vitro oriundos da raça Nelore foi rejeitada devido à menor taxa de 

blastocistos quiméricos (12,9%) quando comparada àquela dos blastocistos do 

grupo controle da PIV (23,1%). 

O presente trabalho validou, no aspecto morfológico, a produção de 

embriões bovinos tetraploides da raça Nelore (Bos indicus) com o Eletrofusor BTX 

(Harvard Apparatus, Massachusetts, EUA) e nas condições do laboratório onde o 

experimento foi executado. 

Apesar das dificuldades encontradas, foi possível validar morfologicamente 

a produção de embriões quiméricos B. taurus e B. indicus com ambas ploidias. No 

entanto, pesquisas posteriores nesta área, que cooptem a inovulação destes 

embriões em receptoras para o estabelecimento de gestações, são imperativas e 

poderiam confirmar a composição genotípica e fenotípica dos animais nascidos e 

validar o padrão não-aleatório da distribuição das células tetraploides em 

agregados quiméricos bovinos.  

Experimentos neste âmbito permitiriam analisar o grau de contribuição de 

elementos extra-embrionários (córion), de origem zebuína, presentes em um 

concepto cujo feto seja exclusivamente taurino, na adaptabilidade deste feto aos 

climas tropical e equatorial. 
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