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Atualidades sobre a aplicação da técnica de Sexagem aliada ao PCR (Polymerase Chain Reaction), desde o campo até a comercialização de embriões sexados.

 sexagem de embriões por
análise de DNA, agregada à
produção in vitro, constituem

ferramentas importantes que permi-
tem intensificar e acelerar o melhora-
mento genético de animais de alto va-
lor zootécnico. Através destas tecno-
logias o criador pode escolher o sexo
desejado ainda na fase embrionária,

diminuindo custos com receptoras, tra-
tamentos hormonais para sincroniza-
ção, manejo e locação de espaço na
propriedade. O Brasil tem se destaca-
do como um dos países que mais apli-
ca comercialmente e em larga escala
as diversas biotecnologias utilizadas na
reprodução animal.
As técnicas para a determinação do
sexo em embriões bovinos têm sido

estudadas há mais de 25 anos e a
reação em cadeia da polimerase
(PCR) reproduz artificialmente a for-
ma como o DNA é replicado na na-
tureza (HASLER et al, 2002). Apre-
sentada à comunidade científica em
1984, a PCR foi adotada como uma
ferramenta de pesquisa essencial
dado à potencialidade de utilização
na área de biologia molecular (OLI-
VEIRA; HENKES, 2002).
A sexagem de Embriões Bovinos
pela técnica de PCR (do inglês Po-
lymerase Chain Reaction) é uma bi-
otecnologia relacionada à transferên-
cia de embriões (REICHENBACH et
al., 2001), que contribui diretamen-
te na otimização da eficiência repro-
dutiva para a melhora da performan-
ce produtiva e da lucratividade dos
rebanhos bovinos (SCARCELLI et al,
2004).

COLHEITA DE OÓCITOS

O primeiro passo é a colheita in vi-
tro de oócitos, geralmente é efetua-
da por punção folicular, utilizando
agulha acoplada a uma seringa ou
bomba a vácuo, guiada por ultra-
sonografia transvaginal (GONÇAL-
VES et al., 2002), este método de
colheita por ser não-cirúrgico tem
mostrado praticidade na utilização re-
petida da mesma doadora (HAFEZ,
1995).
A punção folicular transvaginal con-
tribui para reduzir o intervalo entre
gerações, para acelerar o melhora-
mento genético, bem como pode
ser repetida em várias oportunida-
des num mesmo animal sem preju-
ízo de sua capacidade reprodutiva
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Pesquisa

Figura 1: Colheita de oócitos
Fonte: Gonçalves, 2001
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(PIETERSE et al., 1991).
Com o desenvolvimento de técni-
cas de reprodução assistida em ani-
mais, ocorreu um grande avanço na
otimização e multiplicação de fê-
meas de interesse para a produção
animal.
A aspiração de ovócitos imaturos
por punção folicular, associada à ma-
turação e fecundação �in vitro� dos
mesmos, e ao cultivo �in vitro� dos
embriões, permite que sejam pro-
duzidas, em  média, 36 crias/ano
de uma única fêmea. (RUMPF,
2006).

MATURAÇÃO IN VITRO

A maturação dos oócitos (Figura 2),
envolve as transformações nuclear
e citoplasmática, e está ligada a uma
série de mudanças estruturais e bi-
oquímicas que tornam o gameta fe-
minino apto a ser fecundado e ter
desenvolvimento embrionário sub-
seqüente.. O oócito presente no
folículo primordial, uma vez ativa-
do, deve crescer e sofrer várias mo-
dificações de ordem ultra-estrutu-
ral, citoplasmática e bioquímica
com a finalidade de se tornar com-
petente para reiniciar e completar

Figura 2: oócito maturado
Fonte: Folheto de divulgação do Congresso
Brasileiro de Reprodução Animal, 2006

a maturação (GONÇALVES et al,
2002).
Também é usual a utilização do LH,
ou do hormônio folículo estimulante
(FSH) ou ainda a combinação dessas
gonadotrofinas. A maioria dos resulta-
dos publicados demonstra que a adi-
ção de gonadotrofinas ao meio de
maturação de oócitos bovinos, aumen-
ta a capacidade de fecundação do

Figura 3: Células (em estágio
de clivagem) de embriões
bovinos cultivados .in vitro. -
Foto de divulgação do curso
de Fecundação in vitro da
Universidade Federal de
Pelotas, 2006

oócito e melhora o posterior desen-
volvimento embrionário.
Além do meio, outros fatores relacio-
nados com o ambiente de cultivo ce-
lular devem ser considerados como
fundamentais. Geralmente, a matura-
ção de oócitos bovino é realizada a
37,8oC por 24 horas em atmosfera de
5% de CO2 em ar e umidade satura-
da (GONÇALVES; 2002).

FECUNDAÇÃO IN VITRO

A FIV também é uma técnica funda-
mental para o uso de todas as novas
biotécnicas da reprodução animal, pois
através dela é possível produzir em-
briões pró-sexados e embriões ou zi-
gotos em vários estágios de desen-
volvimento, para os estudos de trans-
gênese e clonagem. Recentemente,
também tem sido sugerido o uso da
FIV para avaliar o potencial reprodu-
tivo de touros, avaliando com mais
precisão a fertilidade de um reprodu-
tor (DODE, 2000).
As técnicas mais utilizadas para sepa-
ração de espermatozóides vivos dos
demais componentes do sêmen e dos
crioprotetores são o swim up, o gra-
diente de percoll e o lavado esper-
mático. A técnica ideal para separa-
ção espermática deve ser rápida, sim-
ples, de baixo custo, capaz de recu-
perar a maioria dos espermatozóides
móveis, não resultar em alterações es-
permáticas, remover espermatozóides
mortos e outras células, incluindo mi-

Figura 4: Sistema de micro-
manipulação composto
por microscópio invertido,
2 microseringas para a as-
piração e 2 micromanipu-
ladores mecânicos (GAR-
CIA; UVO, 2002)
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crorganismos, remover substâncias
tóxicas e bioativas, permitir o proces-
samento de grandes volumes de sê-
men, além de permitir o controle da
concentração e volume final da sus-
pensão espermática (GONÇALVES et
al., 2002).
A composição química dos meios para
o cultivo in vitro de embriões foi de-
terminada pela avaliação de suas ne-
cessidades metabólicas. A maioria dos
meios consiste de soluções salinas
acrescidas de um componente macro-
molecular, podendo ser preparadas
em laboratórios próprios, ou adquiri-
das comercialmente (MATTOS et al,
1991).

CULTIVO

O cultivo de células in vitro (Figura
3) requer o uso de substâncias com
propriedades especiais como, presen-
ça de proteínas, propriedades sulfarc-
tantes e ausência de toxinas, para um
bom desenvolvimento celular (SOLA-
NO & PILAR, 1984).
A composição química dos meios para
o cultivo in vitro de embriões foi de-
terminada pela avaliação de suas ne-
cessidades metabólicas. A maioria dos
meios consiste de soluções salinas
acrescidas de um componente macro-
molecular, podendo ser preparadas
em laboratórios próprios, ou adqui-
ridas comercialmente (MATTOS et
al, 1991).

MICROASPIRAÇÃO DO DNA
(BIÓPSIA)

Para realizar a biópsia de embriões
utiliza-se um micromanipulador
Leitz (Figura 4). Uma placa é aco-
plada e montada em um dos lados
do micromanipulador. Antes da bi-
opsia, os embriões são individual-
mente lavados através de três mi-
crogotas (100 µl) de proteínalivre
PBS em uma placa de petri de 100
mm2 . Os embriões são aderidos ao
fundo da placa de petri e são visu-
alizados a uma amplificação de 100
vezes e alinhados ao centro. Uma
pequena porção ideal de 6 a 10 cé-
lulas do blastocisto é removida pelo
movimento direto da lâmina (Figu-
ra 5), geralmente na borda do em-
brião. Depois que cada embrião é
biopsiado, a lâmina é descartada.

Figura 5: Etapas do processo de
micromanipulação para a retirada de biópsia
embrionária por aspiração (GARCIA; UVO,
2002)

Para facilitar a liberação dos embriões
biopsiados do fundo da placa de pe-
tri, é adicionado a cada microgota con-
tendo embrião biopsiados, 50µl de Sur-

Figura 6. Diagrama ilustrando as diferentes etapas durante a
amplificação de DNA utilizando a técnica de PCR (OLIVEIRA;
HENKES, 2002)

factant Fluramic a 0,4% ou 50µl de
álcool polivinil a 1% (HASLER et al,
2002). Segundo Ardais et al (2005);
os embriões geralmente são biopsia-
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dos no 6º dia de cultivo, mediante mi-
croaspiração utilizando um microma-
nipulador mecânico.

POLIMERASE CHAIN
REACTION (PCR)

Esta técnica é utilizada para amplifi-
car e detectar DNA específico do cro-
mossomo Y (Fig. 6), presente somen-
te nas células dos embriões do sexo
masculino. As células biopsiadas são
submetidas à lise com proteinase K,
segundo Luz et al (2000); Almodim
et al (2005) e Ardais (2005).
O DNA é sintetizado em um ciclo ini-
cial e passa a ser o molde para a sín-
tese posterior de DNA dos ciclos sub-
seqüentes. Após aproximadamente 30
ciclos de síntese os produtos de PCR
deverão incluir, além do DNA origi-
nal, aproximadamente 105 cópias da
seqüência alvo. A reação envolve ci-

clos seqüenciais completos compre-
endendo três etapas básicas: desna-
turação, anelamento e síntese do DNA
(OLIVEIRA e HENKES, 2002) e ex-
tensão dos .primers. (PEREIRA, 1996).
a) Desnaturação: Compreende a dis-
sociação das ligações que mantêm uni-
da a dupla fita de DNA. Isso é obtido
tipicamente pela utilização de tem-
peraturas entre 93-95°C;
b) Anelamento: Ligação das seqüên-
cias iniciadoras com a seqüência alvo.
Esse passo normalmente utiliza tem-
peraturas entre 50 e 70°C dependen-
do da Tm ou temperatura de dissoci-
ação (do inglês temperature of mil-
ting) calculada. Temperaturas de ane-
lamento mais elevadas aumentam a
especificidade da reação.
c) Síntese do DNA: A partir dos ini-
ciadores já ligados à seqüência alvo,
começa a síntese de uma nova seqüên-
cia complementar. As temperaturas

que conferem maior eficiência
nessa etapa estão entre 70-75°C
(OLIVEIRA e HENKES, 2002).
d) Extensão dos primers: Esta
etapa é feita a 72°C, que é a tem-
peratura ótima para a enzima Taq
DNA polimerase, que durante
esta fase utiliza-se dos nucleotí-
deos incluídos entre os reagen-
tes para a reação de PCR e com-
pleta a fita sintetizada, de acordo
com a fita original, a partir dos .pri-
mers. . Ao final desta etapa, repe-
tem-se novamente os ciclos por apro-
ximadamente 30 vezes, o que faz com
que a seqüência alvo seja amplificada
1 bilhão de vezes (PEREIRA, 1996).

Segundo Oliveira e Henkes
(2002), Essa quantidade de ma-
terial pode ser facilmente visua-
lizada como bandas de tamanho
específico quando submetida à

Figura 7: Ilustração de resultado da PCR em biópsia de embriões bovinos com eletroforese em gel de agarose
corado com Brometo de Etídio (ALONSO, 2006)

Embriões analisados como machos
Embriões � presumíveis fêmeas�

Total de embriões biopsiados

Nº de Embriões
Testados

79
31

110

ResultadosConfirmadosPor
US ou Nascimento

74
25
99

Taxa de Acerto

93.7%
80.5%
90.0%

Tabela 1: Resultados gerais de sexagem por PCR obtidos entre abril de 1999 e março de 2001, para embriões já
transferidos e com resultado de sexagem por ultra-sonografia (GARCIA e UVO, 2002).Nos últimos anos, o Brasil
apresentou uma demanda crescente do uso desta tecnologia em animais de genética superior, utilizando a aspira-
ção, a amplificação da região repetitiva Y específica do cromossomo, seguida da eletroforese, protocolos estes
recentemente mais utilizados comercialmente (GARCIA e UVO, 2002)
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eletroforese em gel de agarose
(Figura 7). Ardais (2005), Almo-
dim (2005) e Alonso (2006), res-
saltam que, duas bandas repre-
sentam machos, podendo ser vi-
sualizados os cromossomos X e
Y, e nas fêmeas apenas a visuali-
zação do cromossomo X.
A separação de moléculas de áci-
dos nucléicos em laboratórios de
biologia molecular é realizada
com o auxílio da técnica de ele-
troforese em gel de agarose. Os
géis de agarose são, geralmente,
corados com soluções de brome-
to de etídio (EtBr), uma substân-
cia intercalante de alta toxicida-
de e mutagenicidade, que reve-
la os ácidos nucléicos ao fluores-
cer sob luz ultravioleta (AZEVE-
DO et al., 2003).

O USO COMERCIAL DA
SEXAGEM DE EMBRIÕES

Todos os setores da indústria do
gado derivam do benefício eco-
nômico da habilidade de deter-
minar o sexo de embriões antes
que a prenhez esteja estabeleci-
da. Os benefícios maximizados
pela sexagem de embriões du-
rante a transferência rotineira e
superovulação das doadoras, es-
tão sendo realizados agora em
uma variedade de aplicações co-
merciais.
Os embriões sexados podem ser
congelados com sucesso, contu-
do realçando a utilidade comer-
cial do procedimento da biopsia
como uma ferramenta rotineira da
produção (HEER; REED, 1991).
A atual situação econômica da
pecuária mundial exige dos pro-
dutores máxima eficiência para
garantia de retorno econômico.
Desta forma, elevados índices de
produção, associados à alta efici-
ência reprodutiva devem se
constituir em metas para técni-
cos e os criadores alcançares me-
lhor produtividade e satisfatório
retorno econômico (SCARCELLI
et al, 2004).
Segundo Bredbacka; Kanka-
anpää; Peippo (1995) e Shea
(1999) a sexagem de embriões
bovinos baseada na metodologia

de PCR têm se tornado mais comum
para fins comerciais, onde se observa
uma eficiência (proporção de amos-
tras diagnosticadas) de 90-95% e acu-
rácia de 93-98%, conforme dados co-
letados por Garcia e Uvo (2002) pu-
blicado no jornal o Embrião, da Socie-
dade Brasileira de Tecnologia de Em-
briões (Tabela 1).
Nos últimos anos, o Brasil apresentou
uma demanda crescente do uso desta
tecnologia em animais de genética su-
perior, utilizando a aspiração, a ampli-
ficação da região repetitiva Y especí-
fica do cromossomo, seguida da ele-
troforese, protocolos estes recente-
mente mais utilizados comercialmen-
te (GARCIA e UVO, 2002).

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A sexagem de embriões bovinos pela
técnica de PCR é uma biotécnica, bas-
tante utilizada atualmente; todavia,
complexa que requer equipamentos,
experiência e habilidade profissional
para a sua execução, além disso, é
uma técnica que é indicada somente
para a produção de crias geneticamen-
te privilegiadas e com alto valor de
Mercado.
No Brasil, a sexagem já tem relevân-
cia comercial, visto que vários profis-
sionais e empresas de biotecnologia
da reprodução oferecem serviços para
a realização da sexagem de embriões
a nível comercial.
A estreita relação da sexagem e trans-
ferência de embriões com a produ-
ção animal têm alterado o comércio
tradicional de reprodutores, elevando
substancialmente o valor das fêmeas
geneticamente superiores.
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