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RESUMO

Neste trabalho, a técnica de PCR (“polymerase chain reaction™) foi utilizada para a sexagem de 92 embrides bovinos
fertilizados in vitre. Os embrides originaram-se de fertilizagio in vitro de odcitos aspirados de ovdrios de fémeas bovinas,
provenientes de abatedouros comerciais. Os odcitos foram maturados, fertilizados e cultivados até o estidio de blastocisto.
Os embrides foram lavados em solugio de PBS, transferidos para tubos de polipropileno contendo dgua ultrapura, ¢
imediatamente congelados a -196°C. Os embrides foram descongelados sobre isopor contendo gelo picado e tratados com
proteinase K. Para a reagio de PCR, utilizaram-se aliquotas de 34 pl de cada tudo, onde foram acrescidos dois pares de
primers, seqiiéncia BC1.2 e seqiiéncia satélite 1.715, desoxinucleotideos, MgCl,, tampao PCR 10X, TagDNA polimerase
e dgua, em um volume final de 50 pl. As amostras foram amplificadas e a eletroforese realizada em gel de poliacrilamida
a 8%. Os géis foram corados com solugdo de brometo de etidio e analisados em transiluminador de luz ultravioleta. Um
indice de 93,47% de amplificagio foi atingido, com 41 embrides (47,67%) machos e 45 (52,32%) embrides fémeas. O
uso de gel de poliacrilamida a 8% foi eficaz na separagdo de fragmentos de DNA muito proximos.
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INTRODUCAO

controle da propor¢io dos sexos nas espécies
domésticas €, potencialmente, de grande interesse
comercial para a agropecudria. Embora a sexagem
de espermatozéides possa ser a maneira mais vantajosa para
a selecio do sexo nos animais por ocasido da inseminagio
artificial, até o presente momento esta tecnologia ndo estd
disponivel'. Entre as metodologias utilizadas para sexagem
de sémen, a tnica que tem resultado em significantes
alteragoes da taxa de sexo em espermatozdides € a citometria
de fluxo, baseada nas diferencas de quantidade de DNA entre
espermatozéides portadores de cromossomo X ou Y'7,
Dentre as principais técnicas biotecnolégicas aplicadas
a reproducdo animal, a sexagem de embrides vem se
destacando e tem sido amplamente estudada™*'*"" e utilizada
para fins comerciais'*!”.
Em 1989, foi realizada a sexagem pioneira de
embrides humanos pré-implantados, com o uso da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR)". A descrigdo da sexagem

de embrides bovinos pela PCR, com a utilizagao de biopsias
contendo de uma a trés células com seis ou sete dias de
desenvolvimento, foi um passo marcante no desenvolvimento
da técnica''.

Com relagao a eficiéncia da sexagem embriondria por
intermédio da técnica de PCR, um total de 110 embrides Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus foi submetido a
micromanipulac¢io para amostragem embriondria, tendo sido
alcang¢ado um indice de 89,8% de amplificacdo. A acuidade
da técnica foi avaliada por meio do exame ultra-sonografico
das 44 prenhezes obtidas, realizado aos 55 dias pos-
transferéncia, onde foi observado um acerto de 100% na
sexagem’,

Em embrides, os métodos mais precisos de sexagem
(acuidade de 100%) sao invasivos, ou seja, requerem que
uma pequena amostra de células seja removida do embrido.
Estes métodos envolvem a visualizagdao dos cromossomos
sexuais a partir da realizagdo de cariétipo, ou a detec¢io de
uma seqiiéncia de DNA, especifica do cromossomo Y, apos
amplificagdo em termociclador por PCR.
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Dados da literatura demonstram que a porcentagem de
embrides sexados por citogenética é de 81%° e que, por
intermédio da técnica de detec¢do do antigeno H-Y, 88%".
Face ao exposto, o presente trabalho teve como objetivos: (1)
padronizar a técnica de PCR para sexagem de embrides bovinos
fecundados in vitro, (2) verificar o indice de amplificacdo de
DNA de embrides bovinos inteiros sexados pela técnica de
PCR empregando as seqiiéncias BC1.2 e 1.715 e (3) identificar
0 sexo de embrides bovinos inteiros fecundados in vitro pela
técnica de PCR.

MATERIAL E METODO

Utilizaram-se 92 embrides produzidos in vitro. Os
odcitos foram aspirados de vacas mestigas encaminhadas ao
abate, acondicionados em frascos contendo solugio salina a
0,9% acrescida de antibiéticos, e mantidos em caixa térmica
a 32°C. No laboratério, os ovérios foram lavados em solugio
salina antes da aspiracédo folicular e somente os o6citos com
cumulus compacto completo, citoplasma de coloragio
marrom e de aspecto homogéneo foram utilizados.

Os o6citos selecionados foram lavados duas vezes em
meio de colheita (H199) e uma vez em meio de maturacdo
(B199), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 5
mg de FSH/ml* e 5 ml de LH/ml", antes de seguirem para a
maturagdo in vitro. Ao término do cultivo a 39°C, 5% de CO,
em ar e com méxima umidade, durante 23 a 25 horas, os odcitos
maturados in vitro foram lavados duas vezes em meio de colheita
sem soro antes de seguirem para fecundagéo in vitro.

Sémen congelado de um touro da raga Nelore foi
utilizado para a fecundagdo in vitro. A fragdo contendo
espermatozdides moéveis foi obtida mediante a técnica de
gradiente de Percoll. O sémen de uma palheta de 0,5 ml foi
depositado sobre o gradiente de Percoll e, a seguir, centrifugado
por 30 minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e,
ao sedimento, foram adicionados 200 pl de meio para
fecundagao (TALP).

Foi adicionado um volume do sedimento nas placas de
fecundagio® para obtengdo de uma concentragao espermatica
de 2 a 4 x 10° células/ml. Cada placa permaneceu em
incubagdo, com os odcitos, em atmosfera gasosa de 5% de
CO, em ar a 39°C, durante 18 a 20 horas.

Ap6s o término da incubagio com os espermatozéides,
os zigotos foram transferidos para as placas de cultivo, em
monocamada de células Vero de linhagem pre-estabelecida, em
meio B2 (Menezo) suplementado com 10% de SFB, durante 7 a
9 dias, para atingirem o estadio de blastocisto (dia 0 = dia da
fecundagdo). As condi¢des de co-cultura foram 5% de CO, em
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ar a 39°C, por 7 a 9 dias consecutivos. Realizou-se a troca do
meio de cultivo apés o terceiro dia de cultivo e no dia do co-
cultivo com os embrides, ou seja, duas a trés horas antes de os
zigotos serem colocados para cultivo.

A extragido de DNA de sangue total de bovinos machos
e fémeas foi realizada” e, apds espectrofotometria, o DNA foi
aliquotado em tubos plasticos contendo 1.250 pg para controle
interno das reagdes e simulagio da quantidade de DNA de um
blastocisto. Noventa e dois embrides fecundados in vitro foram
submetidos a sexagem pela técnica de PCR", com as
modificagdes descritas a seguir. Cada embrido foi lavado dez
vezes em solugdo de PBS e transferido para um tubo de
polipropileno contendo 100 pl de dgua deionizada e
autoclavada, imediatamente congelado a-196°C em nitrogénio
liquido e armazenado a -20°C até o momento da sexagem.

Os embrides foram descongelados, mantendo-se os tubos
sobre um isopor com gelo picado. Em cada tubo foram
adicionados 6 pig de proteinase K . Os embrides foram incubados
a37°C por 60 minutos, e, posteriormente, a 98°C por 10 minutos,
para inativagio da enzima. Foram utilizadas aliquotas de 34 pl
de cada amostra, as quais foram acrescidos dois pares de primers.
O primeiro par utilizado foi derivado da seqiiéncia BC1.2",
especifica do cromossomo Y bovino, sendo BC1.2a 5° - ATC
AGT GCA GGG ACC GAG ATG-3" E BC1.2b 5" - AAG
CAG CCG ATA AAC ACT CCT T3'. O segundo par, 1.715a
5’ - TGG AAG CAA AGA ACCCCGCT-3"e 1.715b 5" -
TCG TGA GAA ACC GCA CAC TG -3’, especifico para
regides autossomicas bovinas, a seqiiéncia microssatélite 1.715",
foi utilizado para controle interno das reagdes. O padrdo de
amplificagio para DNA de sangue total de fémeas e de machos
foi de 216 e 196 pares de bases, respectivamente.

Foram adicionados 200 uM de cada dNTP*, 2 uM de
MgCl", 5,0 pl de tampdo PCR 10X (100 mM Tris-HCI, pH
8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl;; 0,01% w/v gelatina)', 2
picomoles de cada primer e 0,5 UI de Tag DNA polimerase ',
em um volume final de 50 pl.

As amostras foram submetidas a amplificagdo em
termociclador® por 30 ciclos, com desnaturagio a 94°C por 1
minuto, anelamento a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C
por 1 minuto. Ao final, as amostras permaneceram incubadas
a 72°C por 10 minutos, para a extensio final do DNA.

Para a visualizagdo dos fragmentos de DNA, aliquotas
dos produtos de PCR foram submetidas a eletroforese, em
gel de poliacrilamida (PAGE) a 8%, a uma tensio constante
de 200 Volts, por 50 minutos. Apds a eletroforese, os géis
foram imersos em solucio corante de brometo de etidio a 0,5
pg/mL por 15 minutos. As andlises dos géis foram procedidas
em camara escura sobre transiluminador de luz ultravioleta".
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RESULTADOS

De um total de 92 embrides bovinos fecundados in
vitro, submetidos a amplificacao pela técnica de PCR, 86
(93,47%) embrides tiveram seu sexo determinado. Destes, oito
tiveram que ser reamplificados, em fungao de terem mostrado
fragmentos fracos na primeira reacdo de PCR, o que deixou
diividas sobre o diagnéstico do sexo. Porém, em todas as reagoes
em duplicata, realizadas com aliquotas de DNA armazenadas
posteriormente a prévia utilizacdo de 34 pl para a primeira
reagao, o sexo verificado esteve de acordo com aquele de maior
suspeita na primeira reacgao.

Nio houve diferencas no padrio de amplificagao por
PCR dos dcidos nucléicos oriundos de leucdcitos ou de células
embriondrias. O padrao de amplificac@o, por PCR, do DNA
de leucdcitos e de células embriondrias de bovinos mesticos
machos e fémeas pode ser visto na Fig. 1. Nas amostras com
DNA de fémea, pode-se evidenciar apenas um fragmento de
216 pares de bases, referente a seqiiéncia satélite 1.715. Por
outro lado, nas amostras com DNA de macho, puderam-se
evidenciar dois fragmentos de DNA, referentes a seqiiéncia
BC1.2 (196 pares de bases) e a seqiiéncia microssatélite 1.715
(216 pares de bases).

pb M 1 2 3 4567 pb

300

216
200

196
100

Figura 1

Produtos de amplificacio de DNA de leucécitos ¢ de células
embriondrias de bovinos mesticos machos e fémeas, separados em
gel de poliacrilamida 8% e corados com brometo de etidio. (M)
marcador de peso molecular em escada de 100 pares de bases; (1)
DNA de leucéceitos de bovino fémea (1.250 pg); (2) DNA de
leucdcitos de bovino macho (1.250 pg); (3) DNA de embrio bovino
fémea: (4) e (5) DNA de embrido bovino macho; (6) e (7) controles
negativos sem DNA.

DISCUSSAO

Entre as técnicas utilizadas para sexagem de embrides,
como a cariotipagem ou o cultivo de embrides com anticorpos

anti-H-Y*** a PCR destaca-se por ser a tnica que oferece
possibilidade de 100% de acurdcia na determinagao do sexo”,
além de ser bastante riapida', conferindo resultados de
sexagem em até 5 horas apds a biopsia embriondria sem
necessidade de congelagdo do embrido'”.

O indice de amplificagdo obtido neste trabalho
(93,47%) foi semelhante™!"" aos indices obtidos por outros
autores. No entanto, no presente trabalho utilizaram-se
embrides inteiros, e ndo células embriondrias para a
determinagdo do sexo.

A falha de amplificagio em seis amostras foi atribuida
a auséncia de material genético dos embrides nos tubos dessas
amostras', 0 que pode ser devido a perda dos embrides durante
a transferéncia do meio de cultivo para o tubo de polipropileno.

O uso de gel de poliacrilamida a 8% foi eficiente na
separagdo dos fragmentos de DNA de tamanho muito préximo,
apesar de seu uso na sexagem embrionéria ndo ter sido relatado
na literatura. Embora o uso de acrilamida seja uma técnica
mais trabalhosa do que o uso de gel de agarose, foi utilizada
por possuir alta resolu¢io para separar os fragmentos muito
proximos.

O fato de o fragmento de DNA encontrado com o uso
dos oligonucleotideos BC1.2 nio ter sido do tamanho esperado
(49 pares de bases) pode ser explicado pela seqiiéncia estar
em “tandem”, de acordo com a citagao do uso do mesmo primer
com o encontro de fragmentos macho-especificos de,
aproximadamente, 150 pares de bases, e atribuicdo de tal fato
a um possivel trimero da seqiiéncia BC1.2".

E enfatizada a necessidade do uso de um par de primers
para controle das reagdoes de PCR, considerando que os
resultados das reacoes somente sdo confidveis quando tal
procedimento é adotado", de acordo com o realizado no
presente trabalho. A auséncia de fragmento com o uso de
primer para controle interno da reagiio revela problema na
amplificagdo ou auséncia de material a ser amplificado na
amostra'.

Embrides biopsiados e submetidos a sexagem pela
técnica de PCR, em embrides bovinos da raga Simental,
mostraram uma taxa de gestagio de 61,5% para os embrides
micromanipulados, o que ndo diferiu estatisticamente dos
67,5% do grupo controle nao-micromanipulado’®.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram
concluir que (1) embrides bovinos fecundados in vitro podem
ter seu sexo determinado com acurdcia de 100%, pela técnica
de PCR; (2) o uso da seqiiéncia microssatélite 1.715 é
essencial para a detecgao da auséncia de material genético;
(3) o gel de poliacrilamida € eficiente na separagao de
fragmentos de DNA amplificados tanto de leucécitos quanto
de células embriondrias, quando sido de tamanhos similares.
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SUMMARY

In the present study the polymerase chain reaction (PCR) was used for sexing ninety-two in vitro fertilized bovine
embryos. The embryos were obtained after in vitro fertilization of oocytes from slaughterhouses. The oocytes were
matured, fertilized, and cultured until the blastocyst stage. The embryos were washed in PBS solution, and transferred to
polypropylene tubes with containing ultrapure water and immediately frozen at -196°C. The embryos were thawed on ice
and treated with proteinase K. For the PCR reaction, aliquots of 34 pl from each tube were mixed to the primers BC1.2
and microsatellite sequence 1715, dNTPs, MgCl,, 10X PCR buffer, Tag DNA polymerase and water in a final volume of
50 pl. The samples were amplified and the PCR products separated by electrophoresis in a 8% polyacrylamide gel. The
gels were stained in ethidium bromide solution and vizualized under UV-light. The amplification rate was 93.47%, with
41 (47.67%) male embryos and 45 (52.32%) female embryos. The use of 8% polyacrylamide gel was efficient for

separating DNA fragments of very similar size.

UNITERMS: Sexing; Embryo; Bovine; PCR.
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