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INIBICAO DO DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES PRODUZIDOSIN VITRO POR
ANTICORPOS ANTI H-Y EM BOVINOS

RESUMO - Anticorpos anti H-Y foram produzidos em ratas da linhagem isogénica Wistar
Furth, e utilizados no sistema de cultivo in vitro de embriGes bovinos, com o objetivo de
desviar a propor¢cdo sexual. As ratas foram imunizadas com leucdcitos do baco de
machos de mesma linhagem, e a atividade biolégica dos anticorpos verificada por ELISA.
Cento e trinta e quatro embrides foram produzidos in vitro e quando atingiram o estadio
de morula foram incubados em meio de cultivo contendo 5% de anticorpos anti H-Y a 38,5
°C com 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N , por um periodo de 24 horas. Os embrides do
grupo controke foram cultivados nas mesmas condi¢des, sem adi¢do de anticorpos anti H-
Y. Apés o cultivo com anticorpos anti HY, os embrides foram classificados em dois
grupos: 1) embrides inibidos que permaneceram no estadio de moérula (classificados
como machos) e 2) embrides que se desenvolveram e houve a formacéo de blastocele
(classificados como fémeas). Conseguimos produzir anticorpos anti H-Y com titulos de até
1:2048. Dos 134 embrides produzidos, 79 embrides (58,96%) tiveram o desenvolvimento
inibido, e 55 embrides (41,04%) ndo sofreram inibicdo. O sexo de 124 embriGes pode ser
verificado com a PCR para confirmacéo dos resultados. Das 78 moérulas, 49 (62,82%)
eram do sexo masculino e dos 46 blastocistos, 22 (47,83%) eram do sexo feminino. No
grupo controle a proporcado sexual foi de 55,57% de embrides fémeas e 44,43% de
embrides machos, totalizando 70 embrides. O teste do Qui-quadrado indicou que
somente na sexagem de morulas obteve-se desvio da proporcao sexual (P<0,05) em
relacdo ao grupo controle. Os resultados da sexagem foram diferentes dos apresentados
na literatura o que pode ser devido a qualidade morfologica inferior dos embrides
produzidos in vitro comparada aos embrides produzidos in vivo, ou também, a influéncia

do meio de cultivo.

Palavras-chave: Anticorpos anti H-Y, desvio da proporcéo sexual, embrides bovinos,
PCR
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SEXING OF BOVINE EMBRYOS PRODUCED IN VITRO BY DEVELOPMENT
ARREST INDUCED BY ANTI-H-Y ANTIBODIES

SUMMARY - Anti-H-Y antibodies were produced in female rats of the isogenic strain
Wistar Furth, immunized with spleen leukocytes of males of the same strain, and the
biological activity of the antibody was verified by ELISA. One hundred and thirty four
embryos were produced in vitro and when they reached the morula stage they were
incubated with anti-H-Y antibodies at 38.5°C under 5% CO,, 5% O, and 90% N, , for a
period 24 hours. The embryos in the control group were cultured under same conditions,
without addition of the anti-H-Y antibodies. After culture of the embryos in the medium
containing arti H-Y antibodies, they were classified in two groups: 1) arrested embryos that
remained in morula stage (classified as male) and 2) embryos that developed and
formaed a blastocoele (classified as female). With the isogenic rats used, had been
antibodies were obtained with titers up to 1:2048. Of the 124 embryos, 79 of them
(58.96%) were arrested, and 55 embryos (41.04%) were not. The sex of 124 embryos was
identified by PCR. Of the 78 morulas, 49 (62.82%) were confirmed as being male sex and
of the 46 blastocysts, 22 (47.83%) were confirmed as being of the female sex. In the
control group the sexual ratio was of 55.57% of femle embryos and 44.43% of male
embryos, totalizing 70 embryos. Using the Chi-Square Test it was possible to observe that
in the sexing of morulas it was obtained only statistical difference (P<0.05) in relation to the
sexual ratio of the control group, while for sexed blastocysts no statistical difference was
detected. The different results found compared with those reported in the literature could
be due to the poor morphogical quality of the in vitro produced embryos when compared
with the in vivo produced ones, or also, to the influence of the culture medium used during

the in vitro production of embryos with anti-H-Y antibodies.

Keywords: Anti-H-Y antibodies, sex ratio deviation, bovine embryos, PCR



1. INTRODUCAO

O melhoramento genético animal beneficia-se, em um programa de sele¢do
adequado, da superovulacdo e da transferéncia de embrides. A sexagem de embrides
deve incrementar a aceleracdo do melhoramento genético animal, pois otimizara o
progresso genético anual (VAN VLECK et al., 1987).

Atualmente, os programas de transferéncia de embrides e testes de progénie, no
contexto da producdo animal, incluem, em escala crescente, a producédo in vitro de
embrides. A aplicabilidade da sexagem de embrides depende da sua conciliacdo com
esta técnica. Os “produtos” desta técnica serdo embrides produzidos in vitro e sexados
que, apos a transferéncia, permitam indices de prenhez significativos (acima de 60 %).

A sexagem de embrides de mamiferos é feita em programas de melhoramento ou
producdo animal, pelos métodos invasivos: a) andlise citogenética, que permite a
visualizagdo do par de cromossomos sexuais; b) marcacdo do cromossomo Y com
sondas de DNA especificas do cromossomo Y (ALVES et al., 2003) e métodos nao
invasivos; c¢) deteccdo sorologica de um antigeno de membrana macho-especifico - o
antigeno H-Y (histocompatibilidade Y) por citotoxicidade, imunofluorescéncia indireta e
inibicdo do desenvolvimento embrionario. Apesar de atingir-se quase 100% de acerto na
identificacdo do sexo, a aplicacdo dos métodos invasivos tornou-se limitada devido a: a)
sua caracteristica invasiva que pode acarretar a diminuicdo do indice de prenhez; b)
necessidade de cuidados especiais ha manipulacdo no que diz respeito a retirada da
biopsia e preparacdo da mesma para analise citogenética ou PCR, além disso, devido a
precaucdes sanitarias, os embrides sexados por estes métodos ndo podem ser
comercializados internacionalmente ja que ocorre o rompimento da zona pelicida durante

a retirada das células. Os métodos imunoldgicos parecem ser mais vantajosos em
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relacdo aos demais, devido a: a) ndo serem invasivos; b) serem de baixo custo; c) serem
de facil interpretacdo dos resultados. Além disso, permitiiam a comercializacdo
internacional de embrides sexados por este método, jA que ndo tem a zona pellcida
rompida (como na PCR), por est4 baseada na diferenca do desenvolvimento entre os
machos e fémeas.

Os principais beneficios da selecdo do sexo na producgéo animal sdo os seguintes:
a) maximizagdo do progresso genético anual com o consequente incremento dos indices
de producéo de leite ou carne. Estima-se que o aumento na producédo de leite pode ser
de até 25% (VAN VLECK et al., 1987) e o ganho de peso pode ser incrementado em
cerca de 29% (YOUNGS et al, 1986) em relacdo aos métodos convencionais que nao
utilizam a selecéo do sexo associada aos programas de transferéncia de embrides; b) a
reducdo de até 33% no custo dos programas de teste de progénie e transferéncia de
embrides (NICHOLAS & SMITH, 1983); c) maximizacdo do retorno econémico tornando
os sistemas de producdo flexiveis em relacdo ao mercado. Por exemplo, pela
transferéncia de embrides do sexo masculino de racas bovinas produtoras de carne para
matrizes de racas produtoras de leite. Outro exemplo seria a transferéncia de embrides
do sexo masculino de ragas ovinas produtoras de carne em fémeas de racas produtoras
de l1a. Com a aplicacdo destes esquemas, ha possibilidade de ganho duplo para o
produtor tanto na producdo leiteira (bovinos) ou de I& (ovinos) como também no
nascimento de uma progénie do sexo masculino na qual seria aproveitado para a
producéo de carne (SMITH, 1988).

Na ultima década, a producdo de embrides bovinos tem sido utilizada em escala
crescente, em programas de melhoramento animal. Alguns estudos demonstraram uma
associacao entre substancias presentes no meio de cultivo com a propor¢ao sexual e as
taxas de desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro. Dentre os componentes que
podem influenciar estas taxas esta o soro fetal bovino e a glicose. Meios de cultivo com
esses componentes favorecem o desenvolvimento mais rpido dos embrides machos
gue sao mais estimulados por estes componentes do que os embrides fémeas.
(BREDBACKA & BREDBACKA, 1996; GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; PEIPPO et al.,
2001).
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RAMALHO (1999), utilizou anticorpos anti HY para sexagem de 210 embribes
murinos produzidos in vivo. Aproximadamente 43% tiveram seu desenvolvimento
interrompido e foram classificados como machos. Destes, 83,5% eram do sexo
masculino de acordo com analise citogenética ou PCR. Aproximadamente 57% dos
embrides desenvolveram-se normalmente e foram classificados como do sexo feminino,
82,4% deles confirmados deste sexo pela analise citogenética ou PCR. Recentemente,
obteve-se uma acuidade de 83% na sexagem de morulas e 81,82% de blastocitos
cultivados em meio de cultivo contendo anticorpos H-Y, em embrides produzidos in vitro
de bovinos e murinos (RAMALHO et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivos: a) produzir em linhagem de isogénica de
ratos Wistar Furth, anticorpos anti HY, b) desenvolver um sistema de cultivo para inibicao
do desenvolvimento embrionario, utilizando anticorpos anti H-Y, na tentativa de desviar a
proporcdo sexual durante a producéo in vitro de embrides bovinos, b) verificar a acuidade
de identificacdo do sexo, utilizando a técnica de sexagem por um método de biologia

molecular (PCR).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da selecdo do sexo na producao animal

A possibilidade da selecdo do sexo sempre despertou grande interesse dos
produtores e da industria animal. A sele¢cdo do sexo pode contribuir para aumentar o
ganho dos produtores de carne e de leite obtendo-se progénie do sexo desejado de
acordo com a demanda da producdo comercial, e, além disso, pode-se utilizar a selecao
do sexo para a reposicao de novilhas no rebanho, expansao do rebanho, ou aumento da
venda de machos para o abate (FABER et al., 2003).

Em programas de sele¢éo, 0 progresso genético anual, € maximizado quando se
associa as técnicas de transferéncia de embrides, a producgéo in vitro de embrides, a
clonagem e a selecé&o do sexo em embrides.

NICHOLAS & SMITH (1983) demonstraram que a selecdo do sexo é
particularmente importante para reduzir em até 33% o custo do teste de progénie,
efetuado em sistemas de criacdo. Este sistema aplica a transferéncia de embrides
(MOET do inglés “multiple ovulation and embryo transfer”) para reduzir o intervalo entre
geracOes, aumentar a intensidade de selecdo e, consequientemente, maximizar o ganho
genético.

TAYLOR et al. (1985) demonstraram que em um sistema de producéo de carne, a
maxima eficiéncia é alcancada quando a matriz é abatida logo ap6s a desmama do
primeiro produto (“once-bread heifer system*). As razdes séo as seguintes: a) nesta idade
a fémea assume o papel do produto no abate, o que minimizara o custo de producéao do
bezerro; b) quanto maior o nimero de paricbes menor a conversao alimentar da fémea.

Este sistema equer que toda novilha, antes do abate, desmame uma bezerra que a
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repora no rebanho. Com o controle do sexo, por sexagem do sémen ou de embribes,
cada matriz poderé produzir uma ou vérias bezerras (“single-sex bread-heifer system”) e
entéo, ser abatida.

Com base nessas consideracées, VAN VLECK et al. (1987) compararam quatro
programas de criacdo para a producao de leite e demonstraram que o ganho genético é
maximizado naqueles em que o sexo pode ser selecionado, obtendo-se machos ou

fémeas, quando desejado.

2.2. Genética da determinacao priméria do sexo

A determinagéo do sexo, nos mamiferos, pode ser considerada como uma série
de etapas ordenadas que se inicia com o estabelecimento do sexo genético, quando o
oocito € fecundado por um espermatozéide portador do cromossomo X ou do
cromossomo Y, originando, respectivamente, um embrido geneticamente feminino (XX)
ou masculino (XY). O sexo genético determina que a gbnada indiferenciada se organize
como testiculo ou ovario (sexo gonadal). A partir da diferenciacdo gonadal e do seu
funcionamento enddcrino, estabelece-se o sexo fenotipico (JOST, 1970).

A determinacdo primaria do sexo €, portanto, a traducdo do sexo genético em
sexo gonadal, sendo importante caracterizar quais genes e moléculas estdo envolvidos
na determinacao primaria do sexo nos mamiferos.

O antigeno H-Y foi descoberto quando se transplantou um fragmento de pele de um
camundongo isogénico macho para uma fémea da mesma linhagem, ocorrendo rejeicao
do fragmento transplantado, o que ndo ocorria quando o transplante era feito de um
macho para outro macho, de uma fémea para outra fémea ou da fémea para um macho
(EICHWALD & SILMSER, 1955). A presenca do antigeno H-Y na superficie da membrana
celular depende da associacdo com a beta-2-microglobulina 2m), um polipeptideo de
peso molecular em torno de 12.000 daltons. Nas células gonadais (XX ou XY) a ligacdo
do HY é mediada por um receptor especifico, ja que a remog¢do imunolégica da b2m,
presente na membrana plasmatica dessas células, ndo impede a ligacdo do antigeno

(ARNHOLD et al., 1988).
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Como o antigeno H-Y esta presente somente nas células masculinas dos
mamiferos, este é classificado como um epitopo antigénico macho-especifico,
pertencendo ao grupo de antigenos de histocompatibilidade secundéria, e esta localizado
no cromossomo Y (SIMPSON et al., 1997; MURAMATSU et al., 2003).

O antigeno H-Y tem sido ligado a varios eventos imunoldgicos que incluem a
rejeicdo de enxertos, citdlise mediada por células T e antisoro de citotoxidade. O
anticorpo anti H-Y detecta o antigeno ligado a membrana e que esta associado com ab2-
microglobulina, que € uma proteina soluvel secretada pelas células de Sertoli. Existe
evidéncia de que em mamiferos, o antigeno HY pode ser idéntico ao horménio anti-
Mulleriano. Originalmente, acreditava-se que o antigeno H-Y era responsavel pela
determinacéo sexual, deste modo representando o fator determinante de testiculos (TDF)
em mamiferos, mas esta hip6tese foi contestada por demonstracbes de que a
diferenciacdo gonadal também poderia ocorrer (no rato) na auséncia do antigeno HY
(WOLF, 1998).

Foram identificados, em murinos, dois genes ligados ao cromossomo Y que
codificam para epitopos do antigeno HY, o gene “SMCY” codificando o H2K* e H-2D¥
enquanto que o gene “Uty” codificando H-2D°. Em humanos, foi demonstrado,
recentemente, que o antigeno HY é codificado em mais de um “locus”, e ndo em apenas
em um como se conhecia anteriormente. Além do gene “SMCY” (codificando HLA-A2 e
HLA-B7), o gene “Uty” (codificando HLA-B8) também codifica para epitopos do antigeno
H-Y (WARREN et al., 2000; SIMPSON, 2001).

A deteccao do antigeno H-Y nos estadios iniciais do desenvolvimento embrionario
permitiram a aplicacdo de métodos imunolégicos para a sexagem de embrides de
mamiferos (WACHTEL, 1983).



2.3. Rotas tecnoldgicas para a selecdo do sexo em mamiferos

Duas rotas tecnoldgicas sao percorridas na tentativa de selecionar-se o0 sexo em
mamiferos, principalmente nas espécies de interesse zootécnico: selecdo do sexo em
espermatozoides (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; SEIDEL Jr., 2003) e a
identificacdo do sexo em embrides (RAMALHO et al., 2000; MOREIRA-FILHO et al.,
2000). No caso da sexagem de embrifes bovinos, por exemplo, o mercado potencial é
atrativo considerando-se que o Brasil € o segundo pais, juntamente com o Japédo, quanto
ao numero de transferéncias de embrides, atras apenas dos Estados Unidos. Estima-se
gue em 2003 foram transferidos, no Brasil, cerca de 130 mil embrides (Fonte: Sociedade
Brasileira de Tecnologia de Embrides), nos Estados Unidos foram 230 mil embrides
transferidos. Na América Latina, o Brasil é lider absoluto com 90% das transferéncias de
embrides bovinos. Associada a transferéncia de embrides, a FIV desponta como uma
nova biotecnologia, com mercado em crescimento. Em 2003, foram 40 mil transferéncias
com embrides produzidos in vitro, deixando o pais em primeiro lugar no mundo (Fonte:
Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides). De 1992 a 2003 houve um aumento
de 1000% nas transferéncias de embrides no nosso pais, passando de 14 mil para 130
mil por ano. Além das vantagens zootécnicas, a utilizagédo das tecnologias propostas, até
0 momento, para selecdo do sexo em embrides, depende do desenvolvimento de uma
metodologia de baixo custo, e que ndo necessitem de laboratérios com m@ndi¢cbes

controladas e técnicos especializados para executa-las.

2.3.1 Métodos invasivos de sexagem de embrides
a) Citogenético

Em 1994, HOSSEPIAN DE LIMA e colaboradores realizaram analise citogenética
de embribes murinos e bovinos. Moérulas compactas e blastocistos iniciais foram
cultivados em meio de cultivo complementado. Como mitostatico, para sincronizacao do
ciclo celular, foram usados colchicina ou FdU-timidina-colchicina para a sincronizagéao do

ciclo celular. O tempo de exposi¢cdo a colchicina vaiiou de 2 a 8 horas, e os melhores
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indices de sincronizacdo do ciclo celular (88,89% e 83,33%) foram obtidos com 810
horas de colchicinizagdo, em murinos e bovinos, respectivamente. Com a utilizacdo de
FdU-timidina-colchicina, obteve-se um acerto na sexagem de 88,89% e 90% em
embriGes murinos e bovinos produzidosin vivo, respectivamente.

GARCIA (1993) sexou embrides murinos e suinos por andlise citogenética,
utilizando demecolcine, como mitostatico. De um total de 619 embrides murinos
analisados, 435 foram sexados, 70,27% em relacdo ao numero total de embrides fixados,
e 81,31% em relacdo aos embrides que apresentaram metafase. JaA na analise
cariotipica de hemi-embribes suinos, identificou o sexo em 44 de 168 hemi-embribes
26,19% em relacdo ao numero de embrides fixados e 36,36% em relacdo aos embrides

que apresentaram metafase.

b) Métodos de Biologia Molecular

Com o avancgo nos estudos de mapeamento do cromossomo Y (GOODFELLOW et
al., 1987), descobriram sequéncias de DNA especificas do cromossomo Y que S&o
aplicadas para a sexagem de embrides (COTINOT et al., 1991). Utilizam-se as técnicas
de hibridizacdo in situ (KIRSZENBAUM et al., 1990) ou PCR (HERR et al., 1990b;
PEURA et al.,, 1991; BREDBACKA et al., 1995). Em bovinos, na bidpsia da massa
celular sdo retiradas células por micromanipulacdo no sétimo dia de desenvolvimento
embrionario.

A presenca ou auséncia de amplificacdo da seqiéncia macho-especifica,
verificada pelo padrdo de bandas produzido em gel de agarose, indica 0 sexo do
embrido. A viabilidade deste método foi primeiramente demonstrada em humanos
(HANDYSIDE et al., 1989) e, posteriormente, em embriées bovinos Bos taurus (HERR et
al., 1990a; PEURA et al., 1991; BREDBACKA et al., 1995). Obteve-se uma acuidade em
torno de 99% na identificacdo do sexo. Entretanto, o risco de contaminacao das amostras
com DNA exodgeno de outros animais machos e, consequente obtencdo de falsos
positivos, dificulta a utilizacdo desta técnica nos programas de transferéncia de embrides

a campo.
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A principal limitacdo para uilizacdo de métodos invasivos € que os embrides
sexados ndo podem ser comercializados internacionalmente, devido a precaucdes
sanitarias, ja que ocorre o rompimento da zona pellcida durante a retirada das células.
Este é um dos motivos pelo os quais alguns grupos tentam desenvolver métodos néo
invasivos para a sexagem de embrides (HOSSEPIAN DE LIMA, 1993; MOREIRA-FILHO
et al., 2000; RAMALHO et al., 2000)

2.3.2 Métodos néo invasivos (imunolégicos) de sexagem de embrides

a) Citotoxicidade

Este método baseia-se no cultivo dos embrides em meio de cultivo quimicamente
definido, contendo anticorpos anti HY e uma fonte de complemento. Cerca de 50% dos
embrides nos estadios de 16 células a blastocisto, submetidos a este tratamento,
sofreram sua acgao citolitica, caracterizada pela lise total ou parcial dos blastdmeros e
foram classificados do sexo masculino.

Cerca de 85% dos embrifes que ndo sofreram citélise, confirmaram ser do sexo
feminino em murinos (WHITE et al., 1982,1983; SHELTON & GOLDBERG, 1984) e em
bovinos (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 1993).

Esta técnica foi substituida pela imunofluorescéncia indireta ja que a eliminacdo
dos embribes do sexo masculino é indesejavel em alguns programas de melhoramento

animal.
b) Imunofluorescéncia Indireta

Nesta técnica, utiliza-se um anticorpo fluorescente marcado contra 0os anticorpos
anti HY e este conjugado é colocado no meio de cultivo dos embrides, que apés 24
horas séo analisados em um microscopio invertido com contraste de fase e fluorescéncia,
sendo classificados como fluorescente (H-Y positivo) ou néo fluorescente (H-Y negativo).

HOSSEPIAN DE LIMA et al. (1993), utilizando soro anti H-Y absorvido e anticorpo

monoclonal anti H-Y gw-16, obtiveram um indice de acuidade de cerca de 86,88% e
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88,09% na sexagem dos embrides murinos e bovinos, respectivamente. Resultados
semelhantes foram obtidos, ndo sé em bovinos (WHITE et al. 1984,1987a; WACHTEL et
al., 1988), mas também em ovinos (WHITE et al., 1987c¢), suinos (WHITE et al., 1987b) e
equinos (WOOD et al., 1988).

MOREIRA-FILHO et al. (2000), em embrides de zebuinos brasileiros, selecionaram
0 sexo utilizando soro anti H-Y com alto titulo, produzido em ratas de linhagem isogénica
NAR, imunizando-as com células esplénicas de macho de mesma linhagem. Apos a
classificacdo em microscopio, 0 sexo dos embrides foi determinado por PCR,
conseguindo-se 82,14% de machos e 90,38% de fémeas.

A imunofluorescéncia indireta tornouse factivel para a identificacdo do sexo
porque além de preservar os embrides do sexo masculino, ndo é invasiva. Entretanto,
requer a utilizacdo de equipamentos de alto custo e técnicos com treinamento adequado,
ja que a fluorescéncia apresenta nuances que podem levar a uma identificacdo subjetiva

do sexo.

c) Inibicdo do Desenvolvimento Embrionario

Em embrides machos de ratos, UTSUMI & IRITANI (1986), demonstraram que o
cultivo com anticorpos anti HY inibia a formacao da blastocele. Os anticorpos utilizados
neste trabalho foram produzidos em ratas isogénicas da linhagem Wistar (anticorpos
policlonais), e também foram utilizados anticorpos monoclonais.

UTSUMI et al. (1993) conseguiram separar em dois grupos, pela sexagem
embrides produzidos in vivo de camundongo, coelho, cabra, ovelha e de vaca, baseado
na sua morfologia, quando estes foram incubados com anticorpos anti H-Y. Apds o cultivo
das mérulas com os anticorpos anti H-Y, metade dos embries permaneceram no estadio
de morula e a outra metade desenvolveram-se até blastocisto. Na analise cromossémica,
demonstrou-se que 80 a 90% dos embribes bovinos que ndo foram inibidos pelos
anticorpos eram do sexo feminino e 80% dos embrides que tiveram seu desenvolvimento

inibido eram do sexo masculino.
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Em murinos, observou-se que em torno de 50% dos embrides, no estadio de
moérula ndo se desenvolveram até blastocisto, quando cultivados em meio contendo
anticorpos anti H-Y. Para a confirmagdo destes resultados, realizouse andlise
citogenética dos embrides. Identificaram-se 84,2% de machos no grupo de embridées cujo
desenvolvimento foi inibido em cultivo com anticorpos anti H-Y (GARCIA et al., 1992;
RAMALHO et al., 2000).

Em embrides bovinos e murinos produzidos in vivo, RAMALHO et al. (2000),
conseguiram uma acuidade de 83% na sexagem de morulas tardias e 81,82% de
blastocistos cultivados em meio de cultivo contendo anticorpos H-Y, sendo 0s mesmos
transferidos para receptoras obtendo-se uma taxa de gestacdo de 71,43% para morulas
tardias e 68,75% para blastocistos. A verificagdo do sexo genético dos embrides foi
realizada por andlise citogenética ou PCR. Os anticorpos anti H-Y foram produzidos em
linhagem isogénica de ratos NAR, utilizando-se 7 a 10% de soro contendo anticorpos no
meio de cultivo dos embrides.

Apesar da causa da inibicio do desenvolvimento embrionario ndo estar
completamente elucidada, estudos anteriores sobre o antigeno H-Y (OHNO et al. 1978),
reportaram o desnudamento ou “lysostripping” do antigeno H-Y da superficie das células
testiculares. Com base neste estudo, pode-se sugerir qgue o desnudamento do antigeno
H-Y das células embrionarias do sexo masculino seja um fator importante a ser
considerado como causa da inibicdo do desenvolvimento embrionario, uma vez que este
fenbmeno implica em gasto energético por parte da célula, podendo ocasionar uma
interrupgdo temporaria na divisdo celular do embrido (RAMALHO, 1999). O
“lysostripping”, também conhecido como desnudamento, € uma técnica celular de
remoc¢ao de um antigeno da superficie celular pela exposicao das células portadoras a um
anti-soro especifico para esse antigeno (CULLEN et al., 1973).

A fim de elucidar a causa da inibicdo do desenvolvimento de embrides machos na
presenca de anticorpos anti HY, UTSUMI et al. (1993) discutiram a contribuicdo das
glicoproteinas como antigenos de superficie celular e seu papel primordial na
compactacdo celular da morula. Anticorpos anti antigenos F9, uma glicoproteina da

superficie celular embrionaria, inibem a compactacdo das moérulas de ambos 0s sexos
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(OGOU et al., 1982). Como o antigeno H-Y é uma proteina altamente glicosilada, UTSUMI
et al. (1993) sugeriram que a ligagdo antigeno — anticorpo HY poderia possibilitar a
compactacdo do embrido macho e, inibir a diferenciagdo para blastocisto. Porém,
RAMALHO (1999) questionou, se o0 antigeno H-Y é tdo importante na compactacéo
celular, pois como explicar o fato dos embrides femininos compactarem normalmente, ja
gue estes ndo possuiam antigeno H-Y na sua superficie celular.

Experimentos com embrides, marcando anticorpos anti H-Y com FITC foram
realizados com objetivo de monitorar o padrdo de fluorescéncia durante 24 horas e
verificar se coincidia com o padrdao de fluorescéncia observado no fenémeno do
“lysostripping”. Aproximadamente 50% dos embrides apresentaram fluorescéncia apos
incubacdo com anticorpo anti HY. Apds 90 minutos de incubacdo os embrides do sexo
masculino apresentaram padrdo de fluorescéncia especifica conforme confirmado por
foto. Ap6s algum tempo, o padréo de fluorescéncia tornou-se gradativamente ténue, nao
apresentando mais fluorescéncia visivel apos 24 horas. Esta fluorescéncia ndo pode ser
documentada por ser muito ténue e também pela limitacdo do equipamento de
microscopia de fluorescéncia disponivel. Portanto, embora o padrdo de fluorescéncia
observado indicasse a possibilidade de ocorréncia do “lysostripping” em embrides
machos incubados com anticorpos anti H-Y, varios experimentos falharam na tentativa de
documentar fotograficamente o fendmeno do “lysostripping” nos embrides, provavelmente
devido a resolucdo inadequado do microscopio de fluorescéncia utilizado, assim como o

equipamento fotogréafico acoplado (RAMALHO, 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi desenvolvido no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducédo Animal (DMVPRA) e no Departamento de Patologia
Veterinaria - FCAV - UNESP - Campus de Jaboticabal.

Consistiu nas seguintes etapas: producdo dos anticorpos anti H-Y-> titulacdo dos
anticorpos (cultivo de células TM-4 e ELISA) - utilizacdo dos anticorpos no cultivo in
vitro de embriGes bovinos - verificacdo do desvio da proporcéo sexual pela inibicdo do

desenvolvimento embrionario > e confirmagéo do desvio da proporcéo sexual pela PCR.

3.1. Producéao de anticorpos anti H-Y

A produc¢éo dos anticorpos anti HY seguiu a metodologia descrita por RAMALHO
(1999), contudo foi utilizada a linhagem Wistar Furth, no presente trabalho, ao invés da
linhagem NAR.

Foram utilizados machos e fémeas (com idade entre 45 e 55 dias) da linhagem
isogénica Wistar Furth divididos em duas familias, denominadas de familia A e familia B,
cedidos pelo Departamento de Imunologia e Alergia da Faculdade de Medicina—USP —
S&o Paulo - SP. Os animais foram mantidos no Biotério do DMVPRA em caixas de
polipropileno com dimensdes de 41 x 34 x 16cm (comprimento X largura x altura) em
temperatura ambiente em torno dos 25°C, com luminosidade controlada (14h) e com
agua e racao (prépria para animais de laboratorio) a vontade.

As células utilizadas para imunizacdo das fémeas de linhagem isogénica, foram
leucocitos extraidos do baco de um macho da mesma linhagem. O macho doador do

baco foi sacrificado com auxilio de éter sulftrico. O baco foi retirado assepticamente e,
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imediatamente, depositado em placa de petri estéril e encaminhado para a dissociacao
sob capela de fluxo laminar (Figura 1la). A dissociacéo foi realizada com auxilio de um
dissociador de células (Dissociador de Thomas) em PBS + 5% SFB (Figuralb e 1c).
Procedeu-se a separacéo dos leucdcitos por centrifugacdo em Histopaque 1077* a 620 X
g por 30 minutos. Depois da recuperacdo dos leucécitos no halo, os mesmos foram
centrifugados a 220 xg por trés vezes em solucao de PBS + 5% SFB para a total retirada
do Histopaque (Figura 1d). Para a realizacdo da contagem de leucdcitos, uma aliquota foi
retirada da suspenséo, diluida a 1:200 numa solucdo de &cido acético a 4% e contados
em uma camara de Neubauer. O volume para imunizacdo foi ajustado para uma
concentracao final de 4 x 10’ leucdcitos.

Para a injecdo de leucocitos por via parénquima esplénico, as ratas foram
anestesiadas com hidrocloreto de metomidato (Hypnodif), na dosagem de 5 a 6 mg/rata.
Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2cm na regido abdominal esquerda,
paralela a dltima costela — Figura 2a a 2c. As ratas foram imunizadas por uma injecao via
parénquima esplénico com 4 x 10" de leucdcitos. Apds a cirurgia suturou-se a ferida
cirirgica com trés pontos simples separados em um sé plano (peritdnio, camada
muscular, subcutaneo e pele), utilizando-se fio de nylon — Figura 2d. Depois de 18 dias
efetuou-se um reforgo via intraperitoneal com o mesmo numero de leucdcitos, e 10 dias

apos, sangrou-se as ratas por puncao cardiaca, para a obtencéo do soro anti H-Y.

! Sigma H-8889, Saint Louis, USA
? Lab. Janssen, New Jersey, USA



Figura 1. Sequéncia para obtencado de leucdcitos extraidos do baco de rato. Legenda: A:
baco (indicado por uma seta) de um rato com seis semanas de idade da
linhagem Wistar Futh. B e C: Dissociacdo do bago com auxilio de um

Dissociador de Thomas. D: Halo de leucdcitos (indicado pelas setas) apés a
centrifugacdo em Histopaque 1077.

15
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Figura 2: Sequéncia para injecao de leucdcitos por via parénquima esplénico em rata da
linhagem Wistar Furth. Legenda: A: rata anestesiada em decubito lateral direito,
com regido téraco-abdominal tricotomizada. B: inicio da incisdo paralela a
ultima costela — a costela foi demarcada para melhor visualizacdo. C: injecédo
de leucdcitos via parénquima esplénico. D: sutura em pontos simples
separados
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3.2 Cultivo de células TM-4

O sobrenadante de células TM-4 (Células tumorais de células de Sertoli de
camundongos - secretoras de antigeno HY sollvel - BRUNNER et al., 1984a) foi utilizado
como fonte do antigeno H-Y para a titulagdo do anticorpo anti H-Y produzidos nas ratas.

As células TM-4 foram cedidas pelo Laboratério de Imunologia Aplicada e
Biotecnologia do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP — Sao Paulo — Brasil, sendo trazidas deste local por RAMALHO (1999), onde foram
replicadas, congeladas e estocadas em nitrogénio liquido no DMVPRA — FCAV -
UNESP — Jaboticabal. As células foram colocadas em meio de cultivo antes de estarem
completamente descongeladas e lavadas trés vezes por centrifugacdo a 140 X g com
objetivo de remover o Dimetilsulféxido (DMSO) utilizado para a congelacdo. Em seguida,
as células TM-4 foram cultivadas em meio de cultivo contendo 50% de meio Ham's F123
e 50% de meio DMEM* acrescido de 5% de SFB e 50m/mL de sulfato de amicacina
(antibiodtico). Cada microtubo de células congeladas deram origem a duas garrafas
médias de cultivo. Depois de aproximadamente 24 horas de cultivo o meio foi trocado.
Por volta de 24 horas apos a troca do meio, as células foram tripsinizadas (tripsina a
0,25%) e transferidas para outras garrafas de cultivo. Quando as células aderiram ao
fundo da garrafa, aproximadamente 24 horas depois da tripsinizagéo, o meio de cultivo
era trocado por um meio sem SFB e suplementado com 10ng/mL de insulina® e 10nmgy/mL
transferrina®. As células foram mantidas em cultivo por aproximadamente 48 horas, em
seguida, o sobrenadante das células era colhido, filtrado e estocado a 80°C negativos.

Todo cultivo ocorreu em estufa a 37°C, com 5% de CO, em ar.

% Gibco 27700-075 - Stoneham, USA

* Gibco 125800-017 — Stoneham, USA
® Sigma 1-4011 - Saint Louis, USA

® Gibco 680-3008AD - Stoneham, USA
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3.3 Titulagcdo dos anticorpos anti H-Y pelo ELISA

Com o intuito de verificar a atividade bioldgica do anticorpo anti HY produzidos
nas ratas, foi realizado titulacdo pelo ELISA. A metodologia utilizada foi descrita por
MOREIRA-FILHO & WACHTEL (1985).

Uma placa de poliestireno para microtitulacdo foi sensibilizada com 100ni do
antigeno HY sollvel (sobrenadante de células TM-4) em cada poco, permanecendo a
4°C por 12 horas. A placa foi lavada trés vezes com PBS acrescido de 0,05% de BSA’
(pH 7,2), blogueada com PBS contendo 3% de BSA (pH 7,2) por trés horas a 37°C e
lavada trés vezes novamente. O anticorpo primario (anti H-Y) foi adicionado apés diluicdo
serial em PBS contendo 1% de BSA. Apoés incubacdo por 60 minutos em gelo picado, a
placa foi novamente lavada por trés vezes com PBS contendo 0,05% de BSA e
adicionou-se, em cada poco, anticorpo anti-imunoglobulina de rato, conjugado com
peroxidase®, diluido 1:3000 em PBS-BSA 1%. A placa foi incubada & temperatura
ambiente por 60 minutos e foi lavada trés vezes com PBS-BSA 0,05%. Os pocos foram
preenchidos com o substrato (1mg/mL de ortofenildiamina + Inli/mL de perdxido de
hidrogénio a 30% diluidos em tampéao citrato 0,1 M, pH 4,5) e mantidos sob agitacdo
constante, no escuro, por 15 minutos. A reacgao foi interrompida com adicdo de 100 ni. de
acido sulfarico 4 N. A leitura da reacdo foi feita, imediatamente, em um leitor de
absorbancia® com filtro de 490nm. Para a verificacdo de ligacbes inespecificas e
eficiéncia do bloqueio da placa de titulacdo, foram feitos os seguintes controles: sem
antigeno, sem anticorpo primario € o soro negativo (soro de rata ndo submetida a
imunizacdo). Na Figura 3 estédo ilustradas as etapas da adicdo dos reagentes para
realizacdo do ELISA. A preparacdo das substancias para realizacdo do ELISA encontra-

se no Apéndice 1.

" Sigma A-7030 - Saint Louis, USA
® Goat Anti-Rat Ig (H + L) HRP Cat. n° 3010-05 - Southern Biot. Assoc., Alabama, USA
® MRC-TC Plus— Dynex Technologies, Virginia, USA



Figura 3:
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Montagem sequencial para titulagdo de anticorpos anti H-Y pelo ELISA,
utilizando-se como fonte de antigeno HY o sobrenadante de células TM-4.
Legenda: (1): Antigeno HY, (2): PBS-BSA 0,05% - meio para lavagem da
placa, que se intercala entre as etapas 1 a 5; (3): PBS-BSA 3% - bloqueio da
placa; (4): PBS-BSA 1% - diluicdo do anticorpo primario; (5): Anticorpo
secundario; (6): OPD + Peroxidase 30% - substrato da reacdo; (7): Acido
sulfarico 4N — interrupgéo da reacao.
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3.4 Producdao in vitro de embrides bovinos

A producédo in vitro de embrides bovinos, desde a maturacdo até a fecundacao,
seguiu os protocolos do Laboratério de Producéo de Embrides do DMVPRA da FCAYV -
UNESP, e o cultivo in vitro, apés 24h da fecundacgdo, baseou-se nas informacdes de
GUTIERREZ-ADAN et al. (2001).

Os odcitos obtidos de ovarios de matadouro, total e parcialmente revestidos com
cumulus compacto foram lavados por duas vezes em meio de lavagem (Apéndice 2.1), e
transferidos para microgotas de meio de maturacdo contendo TCM 199 suplementado
com 10% SFB, 26,2mM de NaHCO,; 100mM de piruvato de sodio, 16,67ng/m de
amicacina, 1nmg/m de FSH, 10U/mL de hCG e 0,001ng/m de 17b estradiol (Apéndice 2.2).
Foram cultivados durante 24 horas na atmosfera de 5% de CO, em ar, umidade relativa
de 100% e temperatura de 38,5°C.

As doses de sémen foram descongeladas a 35°C por 20 segundos, e o sémen foi
depositado sobre um gradiente de Percoll de duas fases (90 e 45%) a temperatura
ambiente e centrifugado a 900 X g durante 30 minutos, a fim de sedimentar os
espermatozoides viaveis.

Depois de preparado em microgotas de FIV, o0s espermatozoides
(aproximadamente 100x10°%/gota) foram incubados por 60 a 90 minutos para capacitacao.

Os odcitos maturados por 24-25 horas foram lavados por trés vezes em meio TCM-
199 suplementado com 25mM de HEPES, 100mM de piruvato de sodio, 0,3% de BSA
livre de acidos graxos e uma vez no meio de FIV gotas (Apéndice 2.3). Em seguida, foram
colocados para fecundacédo (aproximadamente vinte por gota de 90 ni) e incubados por
20 horas em 5% de CO,, na temperatura de 38,5°C.

Apoés a fecundacéo, os provaveis zigotos foram lavados por trés vezes em meio
SOF (fluido sintético de oviduto) sem SFB (Apéndice 2.4) e transferidos para placas com
quatro pocos contendo 500m do mesmo meio utilizado para lavagem dos zigotos apds a

fecundacao.
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Foram cultivados em camara incubadora modular® em atmosfera de 5% de CO,,

5% de O, e 90% N,, 100% de umidade relativa e temperatura de 38,5 °C.

3.5 Inibi¢do do desenvolvimento embrionério por anticorpos anti H-Y

Quando os embrides alcancaram o estadio de mérula, em aproximadamente cinco
dias e meio apos a fecundagéo, foram divididos em dois grupos: no primeiro grupo foi
adicionado ao meio de cultivo 5% de soro contendo anticorpos anti HY com titulo de
1:2048, e ao segundo grupo (controle) ndo houve adi¢do de anticorpos. Os dois grupos
foram cultivados por um periodo de 24 horas com temperatura de 38,5°C em camara
incubadora modular em atmosfera de 5% de CO,, 5% de O, e 90% N.,.

Considerando o desenvolvimento dos embrides apds o cultivo com 0s anticorpos
anti H-Y, estes foram classificados em dois grupos: 1) aquele cujos embrides tiveram o
desenvolvimento inibido no estadio de moérula; 2) aquele cujos embrides desenvolveram-
se durante o cultivo e houve a formacéo de blastocele. Os embrides cujo desenvolvimento
foi inibido durante o cultivo com anticorpos anti H-Y foram classificados como do sexo
masculino; aqueles cujo desenvolvimento ndo foram afetado pelos anticorpos anti HY,
foram classificados como do sexo feminino.

Apés a separacao dos embrides classificados como machos e classificados como
fémeas, foram lavados em PBS, colocados individualmente em microtubos de 0,2mL com
parede fina e mergulhados em nitrogénio liquido para imediata congelacdo. Apos
estarem congelados, os microtubos foram retirados do nitrogénio liqguido e mantidos em

temperatura de 20°C negativos até o momento da PCR

3.6 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O sexo genético dos embrides produzidos in vitro foi identificado por PCR,

utilizando-se dois pares de diferentes oligonucleotideos iniciadores ("primers") que

19 Billups Rothenberg, California, USA
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amplificam uma sequéncia especifica do cromossomo Y, presente no DNA genémico de
bovinos do sexo masculino (XY). Os dois pares de "primers" escolhidos para a sequéncia
especifica do cromossomo Y foram: "Primer" 1:5'- CCT CCC CTT GTT CAAACG CCC
GGA ATC ATT -3'e 5 - TGC TTG ACT GCA GGG ACC GAG AGG TTT GGG - 3}
"Primer" 2:5' - ATC AGT GCA GGG ACC GAG ATG -3'e 5' - AAG CAG CCG ATA
AAC ACT CCT T - 3. O "primer" 1 amplifica uma sequéncia de 210 pb para DNA de
machos bovinos (BONDIOLI etal., 1989) e o "primer" 2 amplifica uma sequéncia de 250
pb em machos (SCHWERIN etal., 1991).

Utilizou-se, também, um "primer" especifico para o DNA bovino: "Primer" 3: 5' -
AGG TCG CGA GAT TGG TCG CTA GGT CAT GCA-3'e 5 - AAG ACC TCG AGA GAC
CCT CTT CAA CAC GT - 3'. Este "primer" amplifica uma sequéncia de 280 pb, repetida
no genoma bovino (ELLIS & HARPOLD, 1986,1988; ELLIS et al., 1988).

Antes da PCR, a cada tubo contendo um embrido, adicionou-se Proteinase K
(5ny/embrido) (Apéndice 3.1) e incubou-se por 60 minutos, a 37°C utilizando um
termocilador. Em seguida, a Proteinase K foi desnaturada a 98°C por 10 minutos. O
contetdo de cada tubo foi dividido em duas amostras (A e B) que, em seguida, foram
submetidas a PCR.

As condi¢cOes da reacao foram as seguintes: tampao com 10mM Tris-HCI + 1mM
de EDTA, pH 8; 2mM MgCl, , 1U de Taq DNA Polimerase'! e 2mM de dNTP. O volume
total no de reacao foi de 25 ni. Nos tubos contendo a amostra A foram adicionados 10
pmol do "primer" 1 e 10 pmol do “primer” 3 Naqueles contendo a amostra B foi
adicionado 10 pmol do "primer" 2.

A amplificacéo foi efetuada em termociclador. As amostras A foram submetidas a
40 ciclos de 94°C por 60 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos,
seguidos de um periodo de 7 minutos a 72°C. As amostras B foram submetidas a 38
ciclos de 94°C por 60 segundos, 58°C por 60 segundos e 72°C por 60 segundos,

seguidos de um periodo de 7 minutos a 72°C.

" AmpliTag Gold - Applied Biosystem N808-0241, New Jersey, USA
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Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em uma cuba
propria, com solucdo TBE 1X (Apéndices 4.2 a 4.3) em gel de 2% de agarose, corados
com brometo de etideo (10mg/mL) e visualizados sob luz ultravioleta. Os embribes foram
identificados como fémeas somente quando o produto de 280 pb foi visualizado na
amostra A e nenhuma outra banda foi visualizada na amostra B correspondente. A
presenca de duas bandas (280 e 210 pb) na amostra A indicou que o embrido era do
sexo masculino. Este resultado foi confirmado somente quando uma banda de 250 pb foi
visualizada na amostra B correspondente. Em todos os géis foram utilizados os controles:
DNA de macho, DNA de fémea e um negativo (branco) o qual ndo foi adicionado DNA.
Também foi utilizado um marcador de peso molecular (“ladder”) f X174 RF DNA / Hae Il
Fragments™*?.
Os géis foram analisados utilizando-se equipamento de documentacéo fotogréafica

STRATAGENE (Eaglesight & “Software”).

3.7 Andlise estatistica

Com os resultados obtidos por PCR, o qual foi observado o sexo genético dos
embrides produzidos in vitro e cultivados na presenca de anticorpos anti H-Y (grupo
tratamento), e sem a presenca de anticorpos anti H-Y (grupo controle), realizou-se analise
estatistica pelo teste do Qui-quadrado, ao nivel de 5%, para verificar a acuidade na
sexagem de morulas (provaveis machos) e blastocistos (provaveis fémeas) levando-se
em consideracdo o desvio da propor¢cdo sexual do grupo controle. O teste do Qui-
quadrado foi realizado em uma tabela 2x2, ou seja, mérulas comparando-se com 0 grupo

controle e blastocistos comparando-se com o grupo controle.

2 | nvitrogen 15612-013 - Carlsbad, USA
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4. RESULTADOS

4.1 — Producdao de anticorpos anti H-Y

Um resumo com a idade com a qual as ratas foram imunizadas, o intervalo entre a
sangria e a titulacdo de cada soro contendo anticorpos anti H-Y encontram-se nas Tabelas
1 e 2. Os soros de numero 01 a 10 foram originados da familia A e de nimero 11 a 20, da
familia B.

Na Figura 4 esté representado um dos resultados da titulagdo de anticorpos anti H-
Y pelo ELISA apos a titulagdo do soro em placa de microtitulacdo. A diluicdo serial
realizada nesta placa foi da coluna 1 até a coluna 8, o que correspondeu a uma diluicao
de 1:8 a 1:1024, ou, em alguns casos, 1:16 a 1:2048. Além dos soros testados (linhas D a
H) estdo também representados os controles da reacdo: sem antigeno, sem anticorpo
primario e o0 negativo — soro de rata ndo submetida a imunizacdo (linhas A a C,
respectivamente)

Como pode ser observado nas Tabelas 1 e 2, ndo houve influéncia do intervalo
entre a producgéo e a titulacdo do anticorpo anti HY sobre o titulo do mesmo, pelo menos
qguando os soros foram estocados a temperatura de 80°C negativos, dentro do periodo
testado de até 102 dias.

As curvas da atividade bioldgica, encontradas pela titulacdo dos anticorpos anti H-
Y pelo ELISA, de todos os soros estao ilustradas nas Figuras 5 a 8. Nestas figuras estao
presentes, além dos soros testados, os controles da reacdo que sdo: controle sem
antigeno, controle sem anticorpo primario e o0 controle negativo (soro de rata ndo

submetida a imunizacdo). A leitura de corte foi determinada pelo valor médio de
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absorbancia do controle negativo, multiplicado pelo fator 2,5, sendo representada nos

graficos pela linha horizontal pontilhada.

Tabela 1: Resumo da producao de anticorpos anti H-Y na familia A de ratas isogénicas da
linhagem Wistar Furth.

Idade (em dias)

Intervalo (em dias)

N°do Soro entre a sangriae a Titulacéo
da IVPE
titulagédo
01 49 82 1:128
02 49 82 1:1024
03 49 102 1:2048
04 49 80 1:16
05 49 80 1:32
06 49 81 1:128
07 54 79 1:128
08 54 79 1:128
09 54 79 1:32
10 54 79 1:256

Tabela 2: Resumo da produc¢éo de anticorpos anti H-Y na familia B de ratas isogénicas da
linhagem Wistar Furth.

Idade (em dias)

Intervalo (em dias)

N°do Soro entre a sangriae a Titulacéo
da IVPE
titulagéo
11 54 91 1:1024
12 54 91 1.2048
13 54 91 1:512
14 55 95 122048
15 55 95 1:2048
16 55 91 1:1024
17 45 9 1:512
18 45 9 1:1024
19 46 6 1:512
20 46 6 1:256




Figura 4: Foto de uma placa de microtitulacdo apos a realizacéo de todos os passos de
titulagdo dos anticorpos anti HY pelo ELISA. Legenda: Nas trés primeiras
linhas (A a C) estdo os controles da reacdo (sem antigeno, sem anticorpo
primario e o negativo — soro de rata ndo submetida a imunizacao,
respectivamente), nas linhas D a H estdo os soros testados. A diluicdo foi
realizada serialmente da coluna 1 até a coluna 8.
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Figura 5: Curva da atividade biologica dos anticorpos dos soros de numero 01 a 05, com
valores de absorbancia em funcao da diluicdo do anticorpo.
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Figura 6: Curva da atividade bioldgica dos anticorpos dos soros de numero 06 a 10, com
valores de absorbéncia em funcédo da diluicdo do anticorpo.
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Figura 7. Curva da atividade biologica dos anticorpos dos soros de numero 11 a 15, com
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Figura 8. Curva da atividade bioldgica dos anticorpos dos soros de niumero 16 a 20, com

valores de absorbéncia em funcdo da diluicdo do anticorpo.
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A atividade de dois soros (02 e 03) foi testada quanto a possivel perda da
atividade biolégica quando submetidos ao seguinte processo: descongelacdo (titulagdo
ou utilizacdo em cultivo de embrides), congelacdo (retorno a estocagem) e posterior
descongelacdo (re-titulagcdo ou re-utilizacdo em cultivo de embrides). Como pode ser
observado na Figura 9, os titulos dos soros testados mantiveram-se inalterados.

Na curva da atividade bioldgica, os titulos dos soros 03, 12, 14 e 15, na primeira
titulacdo, ficaram acima da linha de corte (Figura 5 e 7), devido a este fato, foi realizada
uma nova titulagdo com diluicdes que variaram de 1:16 a 1:2048, verificando-se, desta

forma, que os respectivos soros possuiam um titulagdo de 1:2048 (Figura 10).

\f\\i —e—Soro 02
—®— Soro 03
\\ﬁ\ Sem antigeno
\\E\ Sem anticorpo primario

\% —*— Negativo
X X X

X X: K K
T T T T

NN
o wu

=
o

Absorbancia a 490nm
-
(63}

o
o1

o
o

1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048

Diluic&o do anticorpo

Figura 9. Curva da atividade bioldgica dos anticorpos dos soros de numero 02 a 03,
submetidos a descongelacdo e congelacdo, com valores de absorbancia em
funcéo da diluicao do anticorpo.
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Figura 10. Curva da atividade biologica dos anticorpos dos soros de numero 03, 12, 14 e
15, com valores de absorbancia em funcéao da diluicdo do anticorpo. A linha
horizontal pontilhada corresponde a leitura de corte.

4.2 — Identificacdo do sexo por inibicdo do desenvolvimento embrionario

Depois de 24 horas de cultivo dos embrides produzidos in vitro na presenca de
anticorpos anti HY, estes puderam ser separados em dois grupos distintos, de acordo
com o desenvolvimento embrionario: 1) embrides que continuaram normalmente seu
desenvolvimento durante o cultivo formando a blastocele (Figura 12) e embrides que
tiveram seu desenvolvimento interrompido, permanecendo no estadio de mérula (Figura
13). Do total de 134 embrides, 79 (58,96%) ficaram inibidos, ou seja, que permaneceram
em estadio de moérula (provaveis machos) e 55 (41,04%) ndo sofreram inibicao (provaveis
fémeas). Na Tabela 3 e na Figura 11 encontra-se, resumidamente, o resultado da

producdo in vitro de embriées bovinos cultivados na presenca de anticorpos anti H-Y.
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Tabela 3. Resumo da producéo in vitro de embrides bovinos cultivados na presenca de
anticorpos anti H-Y, com total de morulas (inibidas por anticorpos anti H-Y), total
de blastocistos (n&o inibidos por anticorpos anti HY), a propor¢édo sexual
prevista (%) e o com o total de embrides produzidos nas repeticdes e o desvio
padréo.

, : Provaveis Provaveis
, Morulas Blastocistos ~
NUumero de machos fémeas

Repeticao embrides dlaitelte s (o allel(s(ek: (mérulas) (blastocistos)
pelo H-Y) pelo H-Y) (%) (%)
1 38 24 14 63,16 36,84
2 47 30 17 63,83 36,17
3 49 25 24 51,02 48,98
fotalde 14, \586) 70(£3.21) 55(+513) 58,96 (£7,21) 41,04 (+7,21)
embrides s - - A A

70

60
§ 50 ,
2 40 B Morulas
g 20 (Provaveis machos)
%’ 20 U Blastocistos
a 10 (provaveis fémeas)

0 -
1 2 3
Repeticdes

Figura 11. Representacédo da porcentagem de embrides bovinos produzidos in vitro em
trés repeticdes, que ficaram inibidos 24 horas apés o cultivo com anticorpos
anti H-Y (morulas) e embribes que continuaram a se desenvolver (blastocistos).
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Figura 12. Embribes em estadio de blastocisto e blastocisto inicial, 24 horas apds o
cultivo com meio contendo anticorpos anti H-Y, que ndo sofreram inibicdo do
desenvolvimento e classificados como fémeas.

Figura 13. Embrides em estadio de mérula, apds 24 horas de cultivo com meio contendo
anticorpos anti H-Y, que sofreram inibicdo do desenvolvimento e classificados
como machos.



4.3 — Verificacdo do sexo por reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Do total de 134 embribes submetidos a sexagem com anticorpos anti H-Y, em 124
(92,5%) foi possivel a identificacdo do sexo utilizando a PCR. No grupo controle, do total
de 84 embrides, em 70 (83,3%) foi possivel a identificacdo do sexo. No grupo de
embrides sexados com anticorpos anti HY, das 78 morulas (provaveis machos), 49
(62,82%) foram confirmadas como sendo sexo masculino. Dos 46 blastocistos (provaveis
fémeas), 22 (47,83%) foram confirmados como sendo do sexo feminino (Tabela 4). No
grupo controle, a proporcgéo sexual foi de 55,57% de embrides do sexo feminino e 44,43%
de embribes do sexo masculino. Com analise estatistica pelo teste do Qui-quadrado foi
possivel observar que somente na sexagem de morulas conseguiu-se obter um desvio da
proporcao sexual (P<0,05) em relacéo a propor¢éo sexual do grupo controle.

Os padroes de amplificacdo do DNA de embrides bovinos produzidos in vitro
encontram-se na Figura 14. O embrido foi classificado como do sexo masculino quando
se observou uma banda de 280pb e outra banda de 210pb na amostra A, relativa ao
genoma bovino e ao DNA de machos bovinos, respectivamente, e, na amostra B
observouse uma banda de 250pb relativa a uma sequéncia repetida em machos. O
embrido foi classificado como fémea, quando se observou uma Unica banda de 280bp na
amostra A. Em todas as repeti¢cdes, estavam presentes o marcador de peso molecular

(“Ladder”), um controle negativo, um controle de macho e um controle de fémea.



Tabela 4: Resultados obtidos apds a sexagem de embrides bovinos produzidos in vitro
por inibicdo do desenvolvimento embrionario, embrides do grupo controle e
confirmacao dos resultados por PCR.

Estadio (provéavel sexo) Nume_rg de NUmero de embrloesA(%)
embrides Macho Fémea
Morula (macho) 78 49 (62,82%) 29 (37,18%)
Blastocisto (fémea) 46 46 (52,17%) 22 (47,83%)
Total 124 - -
Controle 70 32 (44,43%) 38 (55,57%)
L
-
—
-
-
M M F F M M T FCcM™m [_CE\ /_AB_\
N e i e i ) =hmmlr =
- - o= m " 8§ ~ =
|
280pb 210pb \
250pb

Figura 14: Gel de agarose dos padrboes de amplificacdo por PCR de DNA de embrides
bovinos produzidos in vitro corado com brometo de etidio mostrando os
fragmentos com 280pb, 210pb e 250pb. Legenda: L (“ladder” — marcador de

peso molecular), F (embrido fémea), M (embrido macho), CM (controle
macho), CF (controle fémea) e B (controle branco).



5. DISCUSSAO

5.1- Producéo de anticorpos anti H-Y

A metodologia descrita neste trabalho foi baseada no cultivo de embrides bovinos
produzidos in vitro com anticorpos anti HY, sendo que os anticorpos foram obtidos
imunizando-se ratas isogénicas da linhagem Wistar Furth, com idade variando de 45 a 55
dias.

A opcao pela produgéo de anticorpos anti H-Y utilizando-se linhagem isogénica de
ratos e ndo de camundongos, seguiu os resultados obtidos por SHALEV et al. (1978), na
qual demonstraram, que titulos de anticorpos anti H-Y com maior atividade bioldgica foram
obtidos quando se utilizou linhagens isogénicas de ratos ao invés de linhagens isogénicas
de camundongos, resultados estes confirmados por trabalhos posteriores (BRADLEY &
HESLOP, 1985; RAMALHO, 1999). Apesar de utlizarmos uma linhagem de ratos
diferente dos trabalhos anteriores, como a linhagem DA (SHALEV et al., 1978), linhagens
BN e HS (BRADLEY & HESLOP, 1985), linhagens Wistar e DA (UTSUMI et al., 1991) e
linhagem NAR (RAMALHO, 1999), conseguimos a producdo de anticorpos de alto titulo
utilizando a linhagem isogénica Wistar Furth.

Com os resultados obtidos neste trabalho, demonstrou-se que ratas da linhagem
Wistar Furth sdo eficientes para a producgéo de anticorpos anti H-Y quando imunizadas por
via parénquima esplénico, e realizado um refor¢o por via intraperitoneal por volta de 18
dias apos a primeira imunizacdo, e a colheita do soro contendo anticorpos anti HY
efetuando-se dez dias apos o ultimo refor¢co da imunizacao. Utilizando-se este protocolo
conseguimos anticorpos com atividade biolégica de até 1:2048, o que ficou acima dos
titulos obtidos por RAMALHO (1999) que foi de até 1:1024. Entretanto, este titulo ficou
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muito abaixo dos titulos obtidos por BRADLEY & HESLOP (1985), que conseguiram
titulos de 1:4000 empregando-se ratas da linhagem BN e colhendo o soro na primeira e
segunda semana apoés a imunizacéo e titulos de 1:8000 para a linhagem HS quando o
soro foi colhido na terceira semana apos a imunizacao.

Vale salientar que BRADLEY & HESLOP (1985) empregaram um tecido diferente
para imunizacdo por via parénquima esplénico, que foi a pele de ratos de mesma
linhagem, enquanto que utilizamos leucdécitos extraidos do baco, devido a facilidade de
obtencdo e de imunizacdo. Além disso, mo demonstrado em trabalhos anteriores,
existe uma variacao da capacidade de reposta imune de ratos de linhagens isogénicas,
mesmo seguindo-se protocolos semelhantes de imunizacdo, comparando-se 0s
resultados obtidos no nosso estudo e aos de RAMALHO (1999). Outro fator importante
observado, além da variacéo entre as linhagens, foi a variagéo individual da titulagdo dos
anticorpos (Tabelas 1 e 2), mesmo quando as imunizac¢des foram executados no mesmo
dia. Com isso, a opc¢do de utilizarmos esta linhagem foi cevido a oportunidade de
trabalharmos com ela, ja que foram doadas.

Uma outra justificativa para diferencas nos titulos dos anticorpos anti H-Y
encontrados neste trabalho (1:2048) e nos trabalhos executados por BRADLEY &
HESLOP (1985) que variaram de 1:4000 a 1:8000, poderia ser a confiabilidade do ELISA
devido a altos niveis de “background reactivity”, em torno de 1:200, quando se utilizam
outras fontes de antigeno H-Y que ndo seja sobrenadante de células Daudi, ja que
empregamos sobrenadante de células TM-4. Apesar disto, anteriormente, BRUNNER et
al. (1984b) demonstraram que o sobrenadante de células TM-4 apresentou reacao

antigeno-anticorpo mais forte quando comparado ao sobrenadante de células Daudi.

5.2 — Identificacdo do sexo por inibicdo do desenvolvimento embrionario

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam parcialmente que embrides

bovinos em estadio de moérula podem ser separados imunologicamente pela presenca ou

auséncia do antigeno H-Y, na qual embrides puderam ser classificados como machos e
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fémeas, utilizando-se a técnica de inibicdo do desenvolvimento embrionario (UTSUMI &
IRITANI, 1993).

A confirmacdo dos resultados foi parcial devido ao fato de que estes ficaram
abaixo dos resultados publicados por AVERY & SCHIMDT (1989), UTSUMI & IRITANI
(1993) e mais recentemente por RAMALHO et al. (2000). Nestes trabalhos a acuidade
para a sexagem de embriées bovinos produzidos in vivo foi em média de 83% para
morulas (classificados como machos) e 80% para blastocistos (classificados como
fémeas). Utilizando embrides produzidos in vitro conseguimos identificar corretamente o
sexo de 62,82% das moérulas, enquanto que a identificacdo dos blastocistos foi somente
47,83%.

Contudo, os resultados que obtivemos para a sexagem de morulas ficaram dentro
da variacdo obtida por VEERHUIS et al. (1994), que sexaram embrides bovinos
produzidos in vivo com anticorpos anti H-Y monoclonais e obtiveram uma acuidade que
variou de 58 a 71%. Os autores justificaram esta variagdo devido a uma baixa afinidade
do antigeno H-Y a superficie celular.

Uma possibilidade de ocorréncia de erros na identificagcdo do sexo quando
anticorpos anti H-Y s&o utilizados para inibicdo do desenvolvimento embrionario, pode ser
devido a qualidade morfolégica ruim dos embrides, fato confirmado por UTSUMI et al.
(1993), que impede uma classificacdo correta dos embriées jA que estes necessitam
estar exatamente em estadio de morula para que os anticorpos anti H-Y atuem
efetivamente. Os embrides produzidos in Vvitro ndo apresentam esta qualidade
morfolégica requerida, ou seja, eles possuem uma qualidade menor do que os embrides
produzidos in vivo, além disso, apresentam uma menor capacidade de clivar normalmente
para o estadio de blastocisto, e um citoplasma mais escuro e uma maior sensibilidade a
temperatura (WRIGHT & ELLINGTON, 1995; RIZOS et al., 2001).

Este fato poderia ocasionar uma classificacdo erronea dos embrides ou impedir
uma visualizagédo de estadios iniciais dos blastocistos, ou seja, a visualizacdo do inicio da
formacdo da blastocele. Este problema, contudo, € dificil de contornar, pois 0 momento de

clivagem dos embrides é uma caracteristica individual, e irdo existir embrides em varios



33
estadios de desenvolvimento o que dificulta uma aplicacdo mais uniforme desta técnica
no mesmo momento e em um mesmo grupo de embrides. Alternativamente, pode-se
classificar os embrides segundo a sua qualidade e separa-os em grupos antes da adi¢ao
do soro contendo anticorpos anti H-Y, como descrito por AVERY & SCHMIDT (1989). Os
autores classificaram os embrides bovinos em quatro classes (excelentes, bons,
satisfatorios e ruins), 0 que requer uma pouco mais de tempo e uma maior manipulacéo
dos embrides, e poderia ocasionar danos aos mesmos, além de ndo ser muito pratico
para a uma rotina de sexagem de embries. Além disso, os embrides produzidos in vitro
apresentam alteragcfes significativas na sua ultra-estrutura e organelas celulares quando
comparados com embrides produzidos in vivo conforme descrito nos trabalhos de
CROSIER et al. (2000) e PIVKO et al. (2003), que indicaram altera¢cées celulares como
aparéncia mais escura e menor nimero de organelas e um maior nimero de estruturas
semelhantes a lisossomos no citoplasma. Com isso, possivelmente, a ligacdo dos
anticorpos anti HY poderia ocorrer de uma forma diferente ou ndo estar se ligando
corretamente ao antigeno HY presente na membrana dos embrides produzidos in vitro, ja
gue em pesquisas anteriores somente embrides produzidos in vivo foram utilizados para
a sexagem pela técnica de inibicdo do desenvolvimento embrionario.

VEERHUIS et al. (1994), sugeriram gque os anticorpos anti H-Y poderiam combinar-
se de forma inespecifica as células fémeas, além de possuir uma baixa afinidade com o
antigeno H-Y que estd associado a superficie celular, 0 que poderia ocasionar erros
durante a inibicdo do desenvolvimento dos embrides. Os autores constataram que 0s
anticorpos anti HY possuiam afinidade com sobrenadante de células TM-4 e de células
Daudi, o que era esperado, pois sao provenientes de células masculinas e, portanto,
fontes de antigeno HY. Porém possuiam também afinidade ao sobrenadante de células
femininas, a GM3399A (linfécitos de mulheres) e CRL6331 (ovario de camundongo), o
gue nado poderia ocorrer, ja que estes ndo contém antigeno H-Y.

Um fato importante a ser considerado é a morte ou parada do desenvolvimento do
embrido em estadio de morula, o que incorreria numa falsa predicdo de que este estaria

inibido pelos anticorpos anti H-Y.
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Comparando-se a técnica de inibicdo do desenvolvimento embrionario por
anticorpos anti HY com o método de biologia molecular (PCR), este ultimo possui uma
caracteristica importante que é a acuidade na sexagem que pode chegar a 99%
(BREDBACKA et al., 1995). Contudo por tratar-se de uma técnica invasiva, ocorre o
rompimento da zona pellcida para a retirada de uma amostra do DNA contida em um
blastbmero, o que impede a comercializacdo internacional dos embrides devido a
precaucGes sanitarias (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 1993; MOREIRA-FILHO et al., 2000).

A acuidade das técnicas ndo invasivas (munoldgicas), ou seja, a citotoxicidade,
imunofluorescéncia indireta e a inibicio do desenvolvimento embrionario s&o
semelhantes, e os resultados variam de 82 a 90% (WHITE et al., 1982; HOSSEPIAN DE
LIMA et al 1993; MOREIRA-FILHO et al., 2000). Porém a citotoxicidade elimina os
embribes do sexo masculino e a imunofluorescéncia indireta requer equipamentos de alto
custo e técnicos treinados. Ja a inibicdo do desenvolvimento embrionario ndo necessita
de equipamentos e pessoal treinado para a execucéo, e, além disso, tanto embrides do
sexo masculino como do sexo feminino podem ser aproveitados.

Apesar dos resultados obtidos no nosso estudo estarem diferentes do esperado,
estes sugerem que é possivel a sexagem de embrides bovinos produzidos in vitro com
anticorpos anti H-Y, desde que estes possuam um alto titulo e que seja utilizado embrides
com boa qualidade morfolégica, porém ndo impede que possam ocorrer erros na
identificagdo do sexo, devido a uma qualidade peculiar dos embrides de FIV, na qual
possuem uma qualidade morfoldgica inferior e alteracbes celulares quando comparados
com embrides produzidosin vivo.

Mais pesquisas sdo necessarias para determinar as diferencas entre embribes
produzidos in vivo daqueles produzidos in vitro utilizando anticorpos anti H-Y. Além disso,
determinar a possivel influéncia de componentes do meio de cultivo durante a producéo in
vitro de embrides quando anticorpos anti HY sédo utilizados para a selecdo do sexo por

inibicdo do desenvolvimento embrionario.



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados e andlise estatistica pode-se concluir que:

A linhagem Wistar Furth foi eficiente quanto a producédo de anticorpos anti H-Y
de alto titulo quando submetidas a primeira imunizacdo com idade entre 45 e
55 dias, obtendo-se um titulo de até 1:2048, sendo que a atividade dos soros

diferiram entre as familias de ratos desta linhagem.

N&o ocorreu perda da atividade biolégica dos anticorpos, enquanto estocados

a uma temperatura de 80°C negativos até 102 dias de estocagem.

A sexagem de embrides bovinos produzidos in Vvitro por inibicdo do
desenvolvimento embrionério na presenca de anticorpos anti HY foi eficiente
somente nos embrides em estadio de morula (inibidos pelos anticorpos), o que

n&ao ocorreu com os blastocistos (n&o inibidos pelos anticorpos).

A acuidade na sexagem foi menor do que a descrita na literatura para embrides
produzidos in vivo, o que pode ser devido a qualidade morfoldgica inferior,
peculiar dos embrides produzidos in vitro, e/ou devido aos componentes do
meio de cultivo que podem alterar ligagbes dos anticorpos anti H-Y com

receptores presentes na membrana celular.
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8. APENDICES

1. Preparacao das solucdes para ELISA

1.1 — Tampao citrato pH 4,5

Solugéo A:
Na,HPO,

Agua bidestilada gsp

Solucéo B:
Acido Citrico (CgHgO-)
Agua bidestilada gsp

0,595¢g
50mL

0,350g
50mL

Misturar as duas até obter o pH de 4,5. Sugestédo: misturar 16 mL de solugéo A e
34mL de solucdo B. Ajustar pH com solucao A (basica) ou solugéo B (acida)

1.2 — Acido Sulftrico 4N
Acido Sulfarico

Agua bidestilada

1.3-PBS-BSA

1.3.1- PBS-BSA a 0,05%
BSA

PBS

1.3.2-PBS-BSA a 1%
BSA

PBS

1.3.3- PBS-BSA a 3%
BSA

PBS

1.4 — Anticorpo secundario

2,33nk. em 7mL de PBS-BSA a 1%

5,55mL
50mL

0,07g
140mL

0,179
17mL

0,459
15mL
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1.5 — Substrato da reacéo
0,007g de ortofenildiamina (OPD) + 7nm_ de peroxido de hidrogénio a 30% em 7mL
de tampéo citrato pH 4,5.

1.6 - Interrupcéo da reacéo
7mL de Acido Sulftrico 4N

OBS: a quantidade das substancias descritas nos itens 1.3 a 1.5 € suficiente para uma
placa, onde a titulacdo sera da coluna 1 até a coluna 8, com dilui¢éo feita nas linhas da placa
utilizando-se trés controles (linhas A, B e C) e cinco amostras a serem testadas (linhas D, E, F,
GeH)

3. Meios utilizados na producéo in vitro de embrides

3.1 —Meio de lavagem de od6citos (TCM 199 Hepes)
Solucdo M&e TCM 199 Hepes

Agua Milli-Q 10mL
TCM 199 0,095¢g
Bicarbonato 5mM
Hepes Sdédico 10mM
Hepes Acido 10mM

Meio de Lavagem (para 10mL)

Solucédo Mae TCM 199 Hepes 9mL

SFB ImL

Piruvato 20nk. (100mM)
Antibiético (Amicacina) 50nk (16,67ng/nt)

3.2 — Meio de maturacgéo de odcitos (para 10mL)
Solucdo Mée TCM 199 Bicarbonato
Agua Milli-Q 10mL
TCM 199 0,095¢g

Bicarbonato 26mM
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Meio de maturacéo para uso (para 10mL)

Solucdo Mae TCM 199 Bicarbonato __~ 9mL

SFB ImL
Piruvato 20nh
Antibiético 50nh
FSH 10nh
hCG 100m

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de 0,22mm

e acrescentar o estradiol.

Estradiol 10

3.3 - Meio FIV-Gotas (quantidade para 2 touros)

TL-Stock 3,6mL
Antibidtico 20m
Piruvato 8nh
PHE 160n
Heparina 40m
BSA (6mg/mL) 0,0249g

Adicionar os componentes na ordem em gue aparecem, filtrar em membrana de 0,22mm

e deixar na estufa umida de CO2 com a tampa do frasco frouxa, para equilibrar a temperatura e
a atmosfera gasosa.

3.4 — Meio SOF

SOF estoque (para 10mL)

Agua Milli-Q 7,8mL
Estoque A ImL
Estoque B ImL
Estoque D 100m
L-Glutamina 10nh

MEM Essenciais (50X) 100m




MEM Nao-Essenciais (100X) 100m
Antibidtico 50nh
Myo-Inositol 2,8mM
CgHsNaz O7-2H,0 340nM

Adicionar os componentes na ordem em gque aparecem, filtrar em membrana de 0,22mm

e armazenar em geladeira (4°C), por até uma semana.

Meio SOF final

SOF estoque ImL
Piruvato 2m
BSA (6mg/mL) 0,0069g

Adicionar o BSA por ultimo, esperar dissolver, filtrar em membrana de 0,22nm e colocar

na estufa imida de CO, para equilibrar a temperatura e a atmosfera gasosa.

4. Preparacéo das solucdes para sexagem de embrides por PCR

4.1 — Proteinase K - 1nmg/mL

Proteinase K 0,0002g
Tampé&o 10X PCR 120nt
Agua do Milli-Q 80mL

Aliquotar 6. e congelar

4.2 - TBE 10X
TRIS — colocar no agitador 108g
EDTA sdlido 8,30
Acido bérico 55¢

Quando dissolver tudo, completar o volume com agua Milli-Q para 1000mL

4.2 — TBE 1X (solucéo de uso)

TBE 10X 100mL
Agua do Milli-Q gsp 1000mL

4.3 — Azul de bromofenol (6X) —1mL
Azul de bromofenol 0,025¢g
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Agua do Milli-Q autoclavada 10mL

O azul de bromofenol é misturado com o produto de amplificacdo imediatamente
antes de aplicar a amostra no gel, na proporcdo aproximada de 10nk. a amostra para 1niL a2ni
do azul de bromofenol

4.4 — Brometo de etidio a 10mg/mL —40mL de solucao
Brometo de etidio 0,49
Agua 30mL

Colocar no agitador magnético por 2h30min. Completar o volume para 40mL com

agua. Esta solucao é utilizada para corar o gel de agarose ap6s a eletroforese da amostra. Usar
6n de brometo de etidio para cada 100mL de &gua do Milli-Q ou adicionar diretamente na

preparacéo do gel na mesma proporcao anterior.
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