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2. RESUMO

O diagnéstico genético pré-implantacional de embries equinos ja € uma
realidade nos Estados Unidos e Argentina. Embora o Brasil seja lider mundial de
transferéncia de embribes equinos, essa tecnlogia ainda esta em fase de
desenvolvimento, com poucos grupos atuando nessa area no pais. O objetivo do
presente projeto foi desenvolver a metodologia de micromanipulagao e identificagéo
do sexo de embrides equinos a campo. Dessa forma, selecionamos sequéncias y-
especificas para padronizagao laboratorial dos ensaios de PCR com amostras de
DNA da espécie equina. Os primers que apresentaram maior sensibilidade foram
selecionados para a realizagdo da PCR em biopsias embrionarias. Além das
analises de biologia molecular, foi desenvolvida a técnica de micromanipulacao de
embrides equinos. Foram realizadas 105 bidpsias de embrides pela técnica de
microaspiragéo, permitindo a identificacdo do sexo pela técnica de WGA (Whole
Genome Amplification) e posteriormente PCR seguido de eletroforese. Os embrides
sexados foram transferidos para receptoras sincronizadas, permitindo a avaliagéo da
taxa de concepgao dos embrides submetidos a bidpsia. Além disso, um embrido foi
biopsiado, vitrificado e sexado. ApoOs a identificacédo do sexo (fémea) o embrido foi
desvitrificado e transferido em receptora criteriosamente selecionada, resultando em

prenhez.

Palavras-chave:bi6psia, PCR, WGA (Whole Genome Amplification), vitrificagao.
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3. INTRODUGAO

De acordo com levantamento realizado pelo Ministério da Agricultura, o
Brasil possui 0 maior rebanho de equinos na América Latina e o terceiro mundial.
Somados aos muares e asininos sdo 8 milhdes de cabecas, movimentando R$ 7,3
bilhdes e responsavel pela geragao de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos,
somente com a produg¢do de equideos.

Segundo informagbes da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS), o Brasil € lider mundial no emprego da técnica de transferéncia de
embrides equinos. Em 2010, foram transferidos 12.422 embrides, o que equivale a
cerca de 43% de todos os embrides transferidos no mundo (STROUD; BO, 2009).

Nos ultimos anos, ocorreu um grande avango nas biotecnologias de
reproducdo equina, tanto na area de coleta e transferéncia de embrides como na
area de manipulagdo embrionaria, criopreservacdo e diagnostico genético pré-
implantacional. Mortensen et al. (2009) e Kumar et al. (2008) reportaram avangos no
percentual de recuperagdo embrionaria de 63% (22/35) e 81,19% (95/117),
respectivamente.

As biotecnologias da reprodugéo equina sao limitadas pela dificuldade na
inducdo de multiplas ovulagdes. Esforcos tém sido feitos nessa area a fim de
aumentar o numero de embrides obtidos por coleta com o uso de GnRH, extrato de
pituitaria equina (EPE), FSH, FSH suino (FSH-p), FSH equino purificado (FSH-e) e a
imunoneutralizagédo da inibina (ARAUJO et al., 2009; DIPERT et al., 1992; MCCUE,
1996; SQUIRES et al., 1986; SQUIRES; SEIDEL JUNIOR, 1995).

Peippo et al. (1995) foi o primeiro autor a publicar o Diagnéstico genético
pré-implantacional (PGD, do inglés: Preimplantation Genetic Diagnosis) em
embrides equinos pela técnica de PCR. Anteriormente, outros autores estudavam
testes de cariotipagem e o método de antigeno imunologico H-Y para a identificacéo
do sexo de embrides. Entretanto, Peippo afirmou que, apesar de viaveis, os métodos
de cariotipagem e de antigeno imunolégico H-Y possuem baixa acuracia. Com isso,
concluiu que o uso da biépsia embrionaria seguida pela técnica da PCR pode ser a
melhor alternativa para a identificagdo do sexo de embrides equinos.

Estudos recentes tem apresentado diversas técnicas de PGD que permitem

a identificagdo do sexo associada com o diagnéstico de doengas genéticas ainda em
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fase embrionaria, ou até mesmo o teste de paternidade de embrides produzidos com
pool de sémen de dois ou mais garanhdes (HINRICHS; CHOI, 2012).

Nas ultimas décadas, diversos autores demostraram a viabilidade da
realizacdo da biopsia de embrides bovinos, tanto pela técnica de microssecgao
quanto pela microaspiracdo (ALONSO et al.,, 2008; EL-GAYAR; HOLTZ, 2005;
HASLER et al., 2002).

A tecnologia de microaspiragcdo de embrides equinos foi apresentada por
Huhtinen et al. (1997) com resultado de 21% de concepg¢ado. Choi et al. (2010)
realizou a mocromanipulagéo de embrides equinos auxiliada com o Piezo Drill, com
taxas de 100% de concepcéao (3/3). De acordo com Hinrichs e Choi (2012), na
ausencia do Piezo Drill a bidépsia dos embrides equinos pode ser realizada com
micropipeta de 15um de diametro.

As taxas de prenhez apdés realizagcdo da bidpsia chegam a 83% de acordo
com Choi et al. (2010), que comprovou em seu estudo que a perda da capsula
embrionaria ndo impede a viabilidade do embrido equino, em contraste com estudos
anteriores que mostram que a a transferéncia de um embrido com perda da capsula
inviabilizaria o estabelecimento de uma prenhez (STOUT et al., 2005).

Atualmente, Herrera et al. (2014) conseguiu taxas de prenhez semelhantes
as de embrides nao biopsiados a campo, entre 58,6 a 63%. No Brasil, o primeiro
nascimento de potro proveniente de embrido biopsiado foi descrito por Rascado et al
(2014), que apresentou taxas de prenhez de 57,14%.

A primeira gestagdo de embrido equino vitrificado foi descrita porHochi et
al.(1994) e, atualmente, o principal avan¢co nessa area é a criopreservagéo dos
blastocistos colapsados, apos a biopsia do embrido. Trabalhos recentes chegaram a
taxas de 46% de prenhez em embrides colapsados e vitrificados apos bidpsia, e
observaram que o grau de colapso da blastocele afetou a taxa de prenhez. A
correlagdo entre a diminuicdo da blastocele dos embrides biopsiados e as
respectivas taxas de prenhez foi de 10% (0/3), 20-30% (2/5) e 70-100% (4/5)
(HINRICHS; CHOI, 2012).

A criopreservacéo de grandes embrides equinos & problematica. Pequenos
embrides com diametro menor que 300 um tem apresentado boas taxas de prenhez
(45%-67%) apds a criopreservagédo, tanto por congelamento convencional quanto
por vitrificagdo (ELDRIDGE-PANUSKA et al., 2005; SLADE et. al.,, 1985). Em
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contraste, taxas de prenhez apoés criopreservagao e transferéncia de blastocisto
expandido equino maior que 300 um de didmetro sédo baixas (0%-38%), (BARFIELD
et al., 2009; BASS et al., 2004; ELDRIDGE-PANUSKA et al., 2005; MACLELLAN et
al., 2002; SLADE et al., 1985).

A producao in vitro de embrides equinos é realizada em poucos centros no
mundo, mas ainda nao se tem observado bons resultados, impedindo que o PGD
seja realizado no mesmo modelo dos embrides humanos e bovinos produzidos in
vitro.

Dessa forma, os trabalhos com PGD em embrides equinos estdo sendo
realizados com embrides produzidos in vivo e recuperados de éguas doadoras.
Devido as dificuldades associadas com colheita de embrides no 6° dia, os métodos
de PGD tem sido adaptados para embribes recuperados no 7° ou 8° dia, no
estadiode blastocisto expandido (CHOI et al., 2010).

As hipo6teses das baixas taxas de sucesso na criopreservagdo se devem
possivelmente a presenca da capsula dificultando a penetragéo dos crioprotetores e
pelo grande acumulo de agua na blastocele de embrides mais desenvolvidos como
os blastocistos expandidos (SCOTT et al., 2012). A ndo penetragao de crioprotetores
gera a ruptura das organelas celulares, particularmente o citoesqueleto, como um
resultado de formagéo de gelo intracelular (DOBRINSKY, 1996). Nesse sentido, a
realizagdo da bidpsia embrionaria minimiza os fatores que dificultam a congelagéo:
rompe a capsula permitindo a penetragdo dos crioprotetores, gera um colapso da
blastocele, diminuindo o volume de liquido interno do embrido (HINRICHS; CHOI,
2012). A criopreservagédo de embrides biopsiados permitiiam o PGD de diferentes
caracteristicas, viabilizando somente a transferencia dos embrides com as
caracteristicas genéticas desejadas. Além disso, ha trabalhos mostrando que a
realizagdo da bidpsia induzindo o colapso da blastocele antes da vitrificagdo pode
aumentar a viabilidade de embrides equinos Vvitrificados (HINRICHS; CHOI,
2012;HIRAOKA et al., 2004; MUKAIDA et al., 2006).

Varios trabalhos demonstraram a identificagdo do sexo de embrides equinos
pelo método de PCR. Peippo et al. (1995) utilizou primers usados para a sexagem
de embrides de ratos, 5-GAG CCT CTT TGG TAT CTG AGA AAG T'3 (P3-3MZ) e
5-ATA ATC ACA TGG AGA GCC ACA AGC T-‘3 (P1 -5EZ), com eficiéncia de 95%.
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Em estudo mais recentes, o gene SRY tem sido utilizado com sequencia y-
especifica (CHOI et al., 2010; CULLINGFORD et al., 2010).

Leon et al. (2012) utilizaram os genes SRY e GAPDH para a identificagcdo do
sexo fetal a partir de DNA obtido do soro de éguas prenhes.

Choi et al. (2010) e Cullingford et al.(2010) utilizaram a metodologia de
“‘Duplex PCR” possibilitando a amplificacdo conjunta de uma sequencia Y-especifica
com uma sequencia autossomica. Entretanto, essa metodologia pode diminuir a
eficiencia da PCR, devido a competi¢cdo entre os primers e diminuir a acuracia do
teste.

A pequena quantidade de DNA gendmico obtido na biopsia embrionaria,
inviabiliza a realizagdo de uma segunda analise. Dessa forma, a solugao para este
problema pode ser a utilizacdo de metodologias de amplificagéo total do genoma
(WGA, do ingles: Wole Genome Amplification), capazes de aumentar centenas de
vezes o0 DNA gendmico obtido na biépsia embrionaria (HINRICHS; CHOI, 2012),
viabilizando a confirmagdo de resultados duvidosos e a realizagcdo de multiplas

analises genéticas a partir de uma unica biépsia embrionaria.

4. MATERIAL E METODOS:
4.1 COLETA DE AMOSTRA DE SANGUE

Foram coletadas amostras de sangue de um machos e uma fémeas da

espécie equina e asinina, em tubo vacuntainer com EDTA.

4.2 EXTRACAO E PURIFICAGAO DO DNA

Foi utilizado kit de purificagédo comercial (Machery-Nagel/Nucleo Spin Bood)
para a extragdo de DNA das amostras de sangue, conforme instrugbes do

fabricante.

4.3 QUANTIFICAGAO

A quantificacao foi realizada através de espectrofotometria, utilizando

equipamento NanoDrop 2.000.
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4.4DILUIGAO

A concentracédo da amostra de DNA foi ajustada para 10ng/ul, para que

fossem realizadas dilui¢des seriadas, conforme o Quadro 1.

Quadro 1- Sequéncia da diluicdo seriada realizada com DNA extraido de sangue de equinos

e asininos (macho e fémea).

MACHO FEMEA
M1 10ng F1 10ng
M2 1ng F2 1ng
M3 100pg F3 100pg
M4 10pg F4 10pg

4.5 ENSAIOS DA PCR

O Quadro 2 descreve as sequéncias de primersexistentes na literatura
utilizadas nas PCRs para a identificacdo do sexo. Os primersselecionados foram
avaliados nas PCRs realizadas variando a concentragao dos reagentes, tempos e
temperaturas, de acordo com a exigéncia para cada par de primers. Para isso, foi
empregado o ensaio em gradiente de temperatura de anelamento definindo-se a
condigdo oOtima para cada par de oligonucleotideos iniciadores selecionados. A
leitura e avaliagéo dos resultados foi realizada por eletroforese horizontal em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etideo, sendo a visualizagdo realizada sobre
transiluminador ultra-violeta e os resultados registrados com sistema de fotografia
digital. O sistema que apresentou sensibilidade satisfatéria com a menor
concentragcdo de DNA foi selecionado para a realizagdo dos testes com biopsias

embrionarias.
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Quadro 2- Sequéncia de primers para identificacdo do sexo de amostras de DNA de
diferentes espécies..

ZFx/ZFy-(CULLINGFORD et 5— ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT —'3
al., 2010)

5— GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGTS -3

SRY-1-(CULLINGFORD et al., 5— ACAAACGGGAGGAGCGGTTA —'3
2010)

5" — CAGGGACTCTGAAGCCACCA -3

SRY-2-(CULLINGFORD et al., 5 — CCATTCGGGTAACGTTGGCTA —'3
2010)

5 — CAGGGACTCTGAAGCCACCA -3

(PEIPPO et al., 1995) 5—- GAGCCTCTTTGGTATCTGAGAAAGT -3

5—- ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT -3

SRY-(CHOIl et al., 2010) 5—- TGCATTCATGGTGTGGTCTC -3

5— ATGGCAATTTTTCGGCTTC -3

GLIPR1-(CHOI et al., 2010) 5—- GCCTGGATGGTTTCTTTAGTC -3

5— GATCGGAACTTGTTGTGCAT -3

RBMY-(CHOI et al., 2010) 5—-TTCGGCCTTCTCTTTCACAT -3

5 - TGGAAGCAGTCGCTATGATG -3

S4B (Kageyama et al, 2004) 5'— CAAGTGCTGCAGAGGATGTGGAG - 3'

5'- GAGTGAGATTTCTGGATCATATGGCTACT-3'

SRY (Peura et al., 1991; 5'- CTCAGCAAAGCACACCAGAC - 3'
Griffiths and Tiware, 1993)

5'—- GAACTTTCAAGCAGCTGAGGC- 3




BRY- 4A (Peuraet al., 1991; 5'- CTCAGCAAAGCACACCAGAC-3'
Griffiths and Tiware, 1993)

5'- GAACTTTCAAGCAGCTGAGGC-3'

SRY/EQUI (LEON et al., 5' _CGCCAGCATAGATCACAGAA- 3'
2012)

5' - CGCAAGGTAGCTGAAAGACC -3

4.6 AMPLIFICAGAO TOTAL DO GENOMA (WGA-WHOLE GENOME
AMPLIFICATION)

O Diagnéstico Genético Pré-implantacional (PGD, do inglés “Preimplantation
Genetic Diagnosis”) compreende um conjunto de biotécnicas utilizadas para
determinar caracteristicas genéticas de células retiradas de embrides na fase
anterior a implantagc&o uterina. Entretanto, a pequena quantidade de gDNA obtida
através do procedimento de biépsia embrionaria € um fator que limita a aplicacao de
testes moleculares complexos. Recentemente, diferentes técnicas de Amplificagcéo
Total do Genoma (do inglés: Whole Genome Amplification — WGA) tém sido
propostas com a finalidade especifica de aumentar a quantidade de gDNA em
amostras com pequenas quantidades de DNA.

No presente projeto, foi utilizada a metodologia de Amplificacdo por
Deslocamento Multiplo (do ingés, Multiple Displacement Amplification - MDA) com o
Repli-g Mini Kit (Qiagen), com o objetivo de aumentar a quantidade de gDNA inicial
da amostra, possibilitando a identificagdo do sexo de embrides equinos utilizando os
primers selecionados SRY/Equi como Y-especifico e o S4B como controle

enddgeno.

17



4.7 MICROMANIPULAGAO EMBRIONARIA

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com diferentes
profissionais que atuam na area de coleta e transferéncia de embrides equinos, e
por empresa especializada no diagndstico genético pré-implantacional de embrides
bovinos.

A biépsia dos embrides foi realizada conforme a técnica desenvolvida pelo
Médico Veterinario Rodrigo Alonso (Deoxi Biotecnologia Ltda), pela microaspiragéo
de células viaveis de embrides, utilizando dois micromanipuladores e dois
microinjetores (Narishige) acoplados a microscopio invertido (Olympus, modelo
IX51-Ill). Os embrides inicialmente foram mensurados por uma régua acoplada a
lente do microscoépio invertido. Cada bidpsia foi devidamente identificada de acordo
com o estadio do embrido (moérula, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto
expandido) e com a quantidade de material aspirado. As micropipetas utilizadas na
micromanipulagdo embrionaria (Holding Plus - Vitrocell e Biopsia) foram fornecidas
pela Deoxi Biotecnologia. Os embrides biopsiados foram mantidos em meio de
manutengdo, até que o resultado da PCR tenha sido obtido. Os embrides viaveis

foram transferidos para receptoras equinas.

4.8 SEXAGEM DE EMBRIOES EQUINOS A CAMPO

Os procedimentos relacionados com a coleta e transferéncia dos embrides
foram realizados em colaboracédo com 3 haras (I, Il e lll), conforme a metodologia
utilizada por cada um dos especialistas de cada Haras.

Os embrides foram classificados de acordo com seu estadio e medidos com uma
régua acoplada ao microscopio invertido, logo ap6s os embrides biopsiados foram
mantidos em cultivo em meio Holding Plus (Vitrocell), a temperatura ambiente ou a
37°C, durante 3 a 24 horas, permitindo a avaliagédo da re-expanséo da blastocele
antes da TE.Foram atribuidas notas de 1 a 5, sendo 1 para embrides totalmente
colabados e 5 para os re-expandidos. Os embrides foram transferidos em receptoras

sincronizadas (D3 a D7).
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4.9 DIAGNOSTICO DE GESTAGAO E SEXAGEM FETAL

A taxa de concepgao dos embrides biopsiados foi avaliada pelo diagnostico
de gestacgéo por ultrassonografia com 16, 30 e 60 dias de gestagdo, a acuracia do
diagndstico pré-implantacional do sexo embrionario foi avaliada através da sexagem

fetal.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A taxa de prenhez de embrides biopsiados e n&o biopsiados foram analisas

pelo Teste Exato de Fisher.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZAGCAO DOS TESTES DE PCR

Inicialmente, foram testados trés pares de primers Y-especificos descritos
por diferentes autores para a realizagdo da sexagem de embrides bovinos (S4B,
SRY e BRY- 4A). Os ensaios de PCR foram realizados conforme a descricdo dos
autores, respeitando as temperaturas de anelamento especificas de cada primer. Os
resultados foram visualizados por eletroforese horizontal em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etideo, sendo a visualizagao realizada sobre transiluminador

ultra-violeta e os resultados registrados com sistema de fotografia digital.
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Quadro 3: Pares de primers selecionados para analisedas PCRs.

REFERENCIA SEQUENCIAS

5'-CAAGTGCTGCAGAGGATGTGGAG- 3'

S4B (Kageyama et al, 2004)

5'- GAGTGAGATTTCTGGATCATATGGCTACT-3'

5' - CTCAGCAAAGCACACCAGAC 3'
SRY (Peura et al., 1991; Griffiths and

Tiware, 1993)
5'- GAACTTTCAAGCAGCTGAGGC - 3'

5'- CTCAGCAAAGCACACCAGAC- 3'
BRY- 4A (Peuraet al., 1991; Griffiths

and Tiware, 1993)
5'- GAACTTTCAAGCAGCTGAGGC- 3'

5'- CGCCAGCATAGATCACAGAA-3'

SRY/EQUI (LEON et all, 2012)

5'- CGCAAGGTAGCTGAAAGACC- 3

Foram avaliadas a sensibilidade e a especifidade de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores mencionados no Quadro 3, utilizando 2uL do gDNA
diluiido em série conforme descrito no Quadro 1. Dessa forma, as reagdes foram
realizadas utilizando gDNA de macho e fémea, tanto para equinos quanto para
asininos, variando de 10ng a 10pg de DNA total.

Os resultados dos primers SRY e BRY — 4A nao foram satisfatérios com

gDNA equino e asinino, pois nao foi possivel a visualizacdo de banda nas amostras
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de macho e fémea em nenhuma das concentra¢des de DNA utilizadas.

Conforme descrito por Kageyama et al. (2004), o primer S4B € uma
excelente opgéo para realizagdo da sexagem de embrides bovinos, pois apresenta
grande sensibilidade, apresentando duas bandas em amostras de DNA bovino de
machos e uma unica banda nas amostras de fémea. Nossos resultados com o S4B
demonstraram que apesar de apresentar excelentes resultados com DNA de
bovinos, ndo é possivel fazer a identificacdo de machos e fémeas em equinos e
asininos, pois apresenta o mesmo padrdo de amplificagdo para ambos 0s sexos.
Entretanto, a sensibilidade dos ensaios de PCR foi semelhante a descrita pelos
autores com DNA bovino, com amplificacdo satisfatéria mesmo nas amostras com
10pg de gDNA, comprovando que o S4B pode ser utilizado como controle endégeno

nas reag¢des de PCR para identificagdo do sexo dessas espécies.

P M1 M2M3 M4 F1 F2 F3 F4

Figura 1: Gel de agarose 2%, corado com Brometo de Etideo. P = Peso
Molecular (50pb); M= Produto de Primer Endégeno (S4B) macho; F= Produto
de Primer Enddgeno (S4B) fémea; 1= 10ng; 2= 1ng; 3=0,1ng; 4=10pg de DNA
de sangue equino.
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P M1 M2 M3 M4 F1 F2 F3 F4

Figura 2: Gel de agarose 2%, corado com Brometo de Etideo. P = Peso
Molecular (50pb); M= Produto de Primer Enddgeno (S4B) macho; F= Produto
de Primer Endogeno (S4B) fémea; 1= 10ng; 2= 1ng; 3=0,1ng; 4=10pg de DNA
de sangue asinino.

Devido aos resultados insatisfatérios encontrados com os primers Y-
especificos testados inicialmente, um novo set de primers foi sintetizado de acordo
com o trabalho descrito por LEON et al. (2012). Dessa forma, novos ensaios de PCR
foram realizados com o primer SRY/Equi conforme descrito pelos autores, utilizando
concentragdes decrescentes de gDNA para as espécies equina e asinina. A Figura 3

e 4 mostram o resultado da PCR em gel de agarose corado com brometo de etideo.
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P M1 M2 M3 M4 F1 F2 F3 F4 NO

Figura 3: : Gel de agarose 2%, corado com Brometo de Etideo. P = Peso Molecular
(50pb); M= Produto de Primer Y-especifico (SRY/EQUI) macho; F= Produto de
Primer Y-especifico (SRY/EQUI) fémea; 1= 10ng; 2= 1ng; 3=0,1ng; 4=10pg de
DNA de sangue equino.

.
.

Figura 4: : Gel de agarose 2%, corado com Brometo de Etideo. P = Peso Molecular
(50pb); M= Produto de Primer Y-especifico (SRY/EQUI) macho; F= Produto de
Primer Y-especifico (SRY/EQUI) fémea; 1= 10ng; 2= 1ng; 3=0,1ng; 4=10pg de
DNA de sangue asinino.

O resultado com o primer SRY/Equi demonstrou boa especificidade
possibilitando a diferenciagéo entre amostras de machos e fémeas, pois apresentou
banda somente nas amostras de macho. Entretanto, o resultado nao foi satisfatério
com baixas concentracbes de DNA (<100pg), mostrando que esse primer nao é
sensivel o suficiente para identificacdo do sexo de embrides equinos a partir da

bidépsia de 10 a 20 células embrionarias.
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5.2 PADRONIZAGAO DOS TESTES DE WGA (WHOLE GENOME
AMPLIFICATION)

Para padronizagao da técnica de WGA foram utilizadas células fibroblasticas
de macho e fémea da espécie equina, obtidas por cultivo celular in vitro, cedidas
pela empresa In Vitro Brasil Clonagem Animal SA. Foram obtidas aliquotas de
aproximadamente 10 fibroblastos de cada sexo, simulando a quantidade de células
obtidas na biopsia embrionaria. Essas amostras foram submetidas ao protocolo
Repli-g Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds o passo
de pré-amplificacdo, uma aliquota de 5uL do produto do WGA foi utilizada para
realizagdo da PCR com os primers SRY/Equi e S4B, em tubos separados. Os
resultados dos dois primers foram satisfatérios tanto nos controles positivos com
gDNA de macho/fémea como para as amostras de WGA, sendo que as amostras de
macho apresentaram bandas para ambos os primers e as amostras de fémea

somente para o S4B.

5.3 PADRONIZAGAO DA MICROMANIPULAGAO EMBRIONARIA

A Padronizagdo da micromanipulacdo embrionaria foi realizada com 4
embrides equinos desvitrificados, cedidos pelo Médico Veterinario Gustavo Henrique
Marques Araujo, e 2 embrides provenientes de coletas de embrido a fresco,

realizadas pela Dra. Cassia Maria Barroso Orlandi.

Todos os embrides foram submetidos a micromanipulagao embrionaria pela
técnica de microaspiragdo de acordo com a Figura 5, utlizando dois
micromanipuladores mecanicos 1 “holding” e 1 para biépsia acopladas a dois
microinjetores e microscoépio invertido. Cada embrido foi submetido a uma série de
bidpsias consecutivas para a formacdo de um banco de bidpsias de diferentes
tamanhos (n° de células) do mesmo embrido.As biopsias foram transferidas para

tubos de 0,2mL e congeladas a -20°C.
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Figura 5: Sequéncia de micromanipulacdo embrionaria de blastocisto expandido coletado
D7 (680um). A) Fixagdo do embrido com a Holding; B) Perfuragdo da capsula e realizagéo
da biépsia por microaspiracdo de ~20 células; C)Embridao logo ap6s a biépsia; D) 3 horas
apos a bidpsia; E) 6 horas ap6s a bidpsia; G) 24 horas apods a bidpsia.

A micromanipulagédo dos embrides foi adaptada ap6s o inicio da sexagem de
embrides equinos a campo, devido a dificuldade de fixagdo de embrides maiores
com apenas uma “holding”, devido a esse problema a técnica foi padronizada com 2
micropipetas “holding” e 1 para biépsia acopladas a 3 micromanipuladores
mecanicos e microscopio invertido, na micropipeta de biépsia foi adicionada uma
ponta denominada Spike.

Nao foi necessario o uso de Piezo Drill ou laser para padronizagcéo da
técnica de micromanipulacdo. Como descrito por Hinrichs e Choi (2012), na

auséncia do Piezo Drill a biopsia dos embrides equinos pode ser realizada com

micropipeta de 15um de didmetro.
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5.4 PADRONIZAGAO DA SEXAGEM DE EMBRIAO EQUINO

Apés a formacgédo do banco de bidpsias, foram selecionadas bidpsias de
aproximadamente 20 células de cada embrido para realizagdo do WGA e PCR com
os primers SRY/Equi e S4B, em tubos separados. A Figura 6 apresenta o resultado
da identificacao do sexo dos 4 embrides desvitrificados, assim como os controles de

macho/fémea obtidos com o WGA de células fibrobasticas de cavalo e égua.

MX MY FX FY 1X 1Y 2X 2Y 3X 3Y 4X 4Y NO

Figura 6: Gel de agarose 2%, corado com Brometo de Etideo. X = Primer Enddégeno
(S4B); Y = Primer Y-especifico (SRY); M = Produto de WGA com células de cavalo; F =
Produto de WGA com células de égua; 1 a 4 = Produto de WGA de biopsias de
embrides equinos. Embrides 1 e 4 = Fémeas; Embrides 2 e 3 = Machos.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 6, foi possivel
identificar o sexo de embribes equinos com biépsia embrionaria de
aproximadamente 20 células, utilizando a metodologia de WGA seguida pela técnica
de PCR. A utilizagdo de um primer endégeno (S4B) é importante para assegurar a
qualidade da pré-amplificacédo e da PCR, pois apresenta amplificacdo do mesmo
fragmento em todas as amostras, independente do sexo (MX, FX, 1X, 2X, 3X e 4X);
enquanto que o primer Y-especifico (SRY/Equi) apresenta banda somente nas
amostras do sexo masculino (MY, 2Y e 3Y). O controle negativo (NO) néo
apresentou nenhuma banda, mostrando que ndo houve contaminagédo da PCR.
Dessa forma, é possivel afirmar que os embrides 1 e 4 sdo fémeas e os embrides 2

e 3 sdo machos.
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5.5 SEXAGEM DE EMBRIAO EQUINO A CAMPO

Essa etapa do projeto teve o objetivo de avaliar a aplicagdo da sexagem de
embrides equinos a campo, em colaboragdo com 3 haras (I, Il e Ill) localizados no
estado de SP, de set/2013 a mar/2014, nas ragas Quarto de Milha e Mangalarga.

As éguas foram induzidas com o uso de horménios para a ovulagéo,
acompanhadas e inseminadas artificialmente, posteriormente foram coletados
embrides de diferentes dias de vida (D7, D8, D9) para avaliar a viabilidade pos
biépsia em diferentes estadios embrionarios, simulando uma coleta em dias
tradicionais a campo. Os embrides biopsiados foram submetidos a bi6psia com a
aspiragao de poucas células (10 a 20), sendo estas células submetidas ao teste de
WGA - Amplificacdo do DNA e testes de PCR, com os primers selecionados,

identificando assim o sexo dos embriées como ilustrado na Figura 7.

M F G 1 2 3 5 6 7 8 9 10 1 12

—

=8 B

Figura 7: Foto do gel de agarose a 2%, corado com Brometo de Etideo, com o primer
Endoégeno (S4B) e Y-especifico (SRY). M = Produto de WGA com células de cavalo
(Macho); F = Produto de WGA com células de égua (Fémea); C- = Produto de WGA
sem DNA (Controle Negativo); 1 a 12 = Produto de WGA com biopsias de embrides
equinos. Embridées Fémeas:1, 2, 5, 6, 8, 9 e 12; Embrides Machos: 3, 4,7, 10 e 11.

Foram sexados 105 embrides, dos quais 104 (99,05%) tiveram o sexo
determinado: 60 fémeas (57,14%), 44 machos (41,91%) e 1 indefinido (0,95%).
A taxa de mortalidade embrionaria na bidpsia foi de 3,8% (4/105). A alta
sensibilidade na técnica de sexagem é devido ao sucesso da técnica WGA -
Amplificacdo do DNA possibilitando a identificagdo de 99,05% das amostras de

biépsias mesmo com pouquissima quantidade de células 10-20.
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A taxa de mortalidade embrionaria na biopsia foi de 3,8% (4/105). Dessa
forma foram transferidos 101 embrides sexados, que resultaram em 34 prenhezes
com 16 dias (33,7%), seguidas pela reabsorcdo de 8 embrides (23,5%),
confirmando-se 26 prenhezes com mais de 60 dias (25,7%).

Foi realizada comparacgéo das taxas de prenhez entre embrides biopsiados
(B) e embrides n&o biopsiados (NB), no mesmo periodo, em cada haras: |: B-
28,3%/NB-61,5%; Il: B-27,6%/NB-16,7%; Ill: B-19,2%/NB-42,1%, com a somatéria
de 25,7% (26/101) versus 40,9% (36/88) para biopsiados e nao biopsiados,
respectivamente, revelando diferenga significativa pelo Teste Exato de Fisher
(P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1: Taxa de concepcdo de. embrides equinos biopsiados e ndo biopsiados no
mesmo periodo, em 3 diferentes haras no ano de 2013-2014.

TRATAMENTO HARAS I HARAS II HARAS III TOTAL

TE P % TE P % 'TE P % TE P %
BIOPSIADOS 46 13 283 29 8 276 26 5 192 101 26 257°

NAOBIOPSIADOS 26 16 615 24 4 167 38 16 421 88 36 409°

TE = Embrides Transferidos P = Prenhezes >60 dias % = Taxa de Concepcao
Letras diferentes representam diferenga significativa pelo Teste Exato de Fisher (P<0,05)

Até o momento, foi realizada a sexagem fetal por ultrassonografia de 7
receptoras, com 100% de concordancia com o diagnostico obtido por PCR.
Demostrando taxa de acuracia da técnica de sexagem de 100%.

Foi realizada avaliagdo da taxa de prenhez de acordo com o tamanho do
embrido no momento da bidpsia: <300uM (35,0%); 300-500uM (28,6%); 500-
1.000uM (31,03%); 1.000-1.500uM (16,0%); >1.500uM (0,0%)(Figura 8).

As taxas de prenhez dos embrides cultivados em temperatura ambiente ou a
37°C foram de 32,65% (16/49) e de 18,37% (9/49), respectivamente. As taxas de
prenhez de acordo com o tempo de cultivo embrionario apds a bidpsia foram de:
27,59% (3-6h); 17,39% (6-12h); 25,0% (12-18h) e 37,5% (>18h) (Figura 8) .
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Figura 8: Taxas de concepc¢édo de embrides equinos submetidos a biépsia de
acordo com o didmetro do embrido, Temperatura de cultivo apds a bidpsia e
tempo de cultivo da biépsia até a transferéncia do embrido.

A avaliagdo da re-expansao dablastocele nos permitiu observar a formacéao
de pontos de herniagdo na capsula embrionaria em 6 embrides biopsiados (5,9%),
sendo que nenhum desses resultou em prenhez, assim como nos embrides com
notas 1 e 2 para a re-expansao. Para os embrides notas 3, 4 e 5, as taxas foram de
23,08% (3/13), 26,67% (4/15) e 26,47% (18/68), respectivamente.

Durante esse experimento, um embrido foi biopsiado, vitrificado e sexado
como mostra na Figura 9. Ap6s a identificacdo do sexo (fémea) o embrido foi
desvitrificado e transferido em receptora criteriosamente selecionada, resultando em

prenhez.

Figura 9: Sequéncia de micromanipulagéo e vitrificagdo de embrido equino.
A) Blastocisto inicial (200uM); B) Biépsia pela técnica de microaspiragcédo; C) Embrido
pré-vitrificacado; D) Embrido apds reaquecimento.
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Esse resultado foi explicado por Hinrichs e Choi (2012) em seu estudo em
que mostrou que a realizagdo da biépsia embrionaria minimiza os fatores que
dificultam a congelag&o: rompe a capsula permitindo a penetragéo dos crioprotetores
devido ao colapso da blastocele, diminuindo o volume de liquido interno do embrido,

permitindo assim o sucesso dessa técnica.

6. CONCLUSAO

Esses resultados nos permitem afirmar que a tecnologia de sexagem de
embrides equinos pode ser aplicada a campo, embora alguns ajustes precisem ser
realizados para aumentar as taxas de prenhez. Além disso, a capacitagdo de
profissionais para realizagdo da bidpsia embrionaria é de fundamental importancia
para viabilizar e a aplicagdo dessa tecnologia, em larga escala, no pais. Devido a
essa necessidade, a Aluna de Iniciagdo Ciéntifica Karoline Silva Paulussi ira realizar
seu estagio curricular com a Professora Katrin Hinrichs na Texas A&M University, no

laboratério aonde essa técnica € desenvolvida e reconhecida mundialmente.
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