Sexagem fetal de Bovinos através do DNA extraido de plasma materno
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1. Introducéo

A utilizacdo da ultrassonografia como ferramenta de sexagem fetal esta restrita
ao estagio de desenvolvimento gestacional inferior a 165 dias que resultam em uma
variacdo substancial nos resultados esperados, com limitacdes que diminuem a
eficiéncia dos métodos na pratica rotineira (Lima Neto, et al. 2009), sendo assim, ndo
existe metodologias de determinacdo do sexo genéticos em estagios gestacional em
bovinos (Viana, et al. 2000).

O estudo inicial em humanos de Lo e colaboradores (Lo et al., 1997), realizado no
final da década de 90, foi pioneiro ao mostrar a presenca de alta concentracdo de DNA
fetal livre no plasma. O DNA fetal circulante no sangue materno apresentou qualidade
suficiente para ser usado como molde para amplificacdo pela técnica de PCR. Naquele
mesmo estudo, o0s autores demonstraram também a sensibilidade e a especificidade da
determinacdo do sexo do concepto pela amplificacdo de DNA fetal circulante em
plasma materno em 676 gravidezes, com identificacdo correta do sexo do concepto em
96% (344/359) e 100% (317/317) para meninas e meninos, respectivamente. O estudo
foi conduzido em mulheres com idade gestacional variando de 5 a 40 semanas,
utilizando-se diferentes seqliéncias do cromossomo Y.

O aprimoramento e difusdo das técnicas de inseminag&o artificial, transferéncia de
embrido e sexagem embrionaria, evoluiram a partir da demanda de sistemas de
producdo mais eficientes (Souza, et al. 2008). E nesse contexto, que a proposta de
desenvolvimento de uma ferramenta técnica que possibilite a identificagdo precoce do
sexo do concepto bovino apresenta sua inovagao. Quanto mais precocemente se conhece
0 sexo dos conceptos, mais eficientes serdo as decisdes tomadas acerca do manejo do

rebanho, um fator importante no sucesso da atividade.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Implementar uma metodologia simples, sensivel e econdmica para determinagao
precoce do sexo dos conceptos de bovino, fundamentalmente importante para a
otimizacdo do manejo reprodutivo e de recria em programas de selecdo e melhoramento
animal e em toda a cadeia produtiva.

2.2. Objetivos Especificos

- Realizar estudos de genética molecular aplicados ao diagnostico precoce dos
conceptos bovinos, de maneira semelhante aos mecanismos observados em

humanos;

- Avaliar a capacidade de amplificacdo de DNA fetal presente em plasma materno

bovino no decorrer da gestacao;

- Avaliar a sensibilidade da sexagem fetal mediante simulacdo das condicdes de

circulacdo de DNA fetal nas vacas com gestacdo em curso;

- Propor uma nova técnica de PCR para a determinacdo precoce do sexo genético

de bovinos por volta da 5% semana de gestagdo;

- Difundir a técnica de sexagem fetal para pecuaristas e comunidade interessada
junto a FAEG - Federacdo da Agricultura e Pecuaria de Goias, com o objetivo de

promover o0 aumento qualitativo e quantitativo da producéo animal na regido.

- Publicar artigos cientificos, divulgando o trabalho desenvolvido as comunidades

cientifica e de pecuaristas.

- Formar um mestre com plena capacidade de contribuicdo e atuacdo junto as

comunidades interessadas na capacitagdo técnica e no uso da estratégia proposta.

- Ampliar o conhecimento a respeito da sexagem fetal de bovinos e promover a
inovagdo com a divulgacdo de novas estratégias e metodologias aplicadas as

atividades zootécnicas e veterinarias.

- Contribuir para a geracdo de conhecimento e formacédo de pessoal qualificado,
visando o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do pais, sobretudo na regido

Centro-Oeste.

3. Metodologia



O presente estudo de Sexagem fetal de bovinos sera conduzido no Nucleo de
Pesquisas Replicon (NPR) do Departamento de Biologia da Pontificia Universidade
Catoblica de Goias (PUC Goias) e no Lacen (Laboratdrio de saude Publica Dr. Giovanni
Cysneiro). Serdo coletadas amostras de sangue periférico de 35 vacas prenhas em idades
gestacionais variando 5 a 35 semanas de gestacdo, junto ao Departamento de Zootecnia
da PUC Goiés, sendo transportadas em tubos heparinizados. Essas amostras serao
obtidas através de puncéo da veia caudal com seringas heparinizadas e encaminhadas ao
NPR da PUC Goias onde serdo processadas, separando-se o plasma do componente
celular por centrifugacao (1000 rpm/ 10 min.).

O DNA circulante no plasma materno seré isolado e purificado com a utilizagdo de
um Kit comercial lustra Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare,UK),
conforme instrucbes do fabricante. Serdo utilizados, conjuntos de primers
(oligonucleotideos iniciadores) descritos por Resende e colaboradores (2008).

As amplificacdes serdo feitas em um termociclador, Swift Maxi Gradient Thermal
Cycler (ESCO® EUA). Para a 1% PCR utilizando dois primers, um passo inicial a 94°C
por 5min, 40 ciclos a 94°C por 1min de desnaturacdo, anelamento a 58°C por 30seg e
sintese a 72°C por 1min, e uma extensao final de 7min a 72°C. Para PCR com apenas o
primer y-especifico, um passo inicial de 94°C por 5min, 38 ciclos a 94°C por 1min de
desnaturacdo, anelamento a 58°C por 1min e sintese a 72°C por 1min e uma extensao
final de 7min a 72°C, total de 38 ciclos.

Todo o experimento descrito no presente estudo foi realizado em triplicata. As
reacOes de PCR serdo preparada para um volume final de 25ul. Para as amostras
testadas serdo usados 10uL de solugdo aquosa contendo DNA bovino.As condi¢des de
PCR incluiram 0,150pmolesde cada conjunto de primers, SuL. de tampdo de PCR Gold
STR® (Promega Corporation, EUA), 50mM de cloreto de magnésio e 0,5 uL de Taq
DNA polimerase (5U/ uL). Os produtos amplificados serdo separados em gel de
agarose a 1,5%, mediante corrida eletroforética em campo elétrico constante de 10
V/cm por 2 horas. Os fragmentos serdo revelados mediante coloragdo com brometo de
etidio (0.5 pg/mL). As imagens dos géis serdo obtidas, arquivadas e analisadas com o

auxilio de um sistema de video-documentacéo (VDS®, Amersham Biosciences, EUA).

4. Resultados parciais e discussao



Ate o presente momento foi realizado um teste de sensibilidade para a sexagem
fetal de bovinos, em amostras de DNA diluidas seriadamente, comforme descrito na
tabela 1.

Tabela 1. Quantificacdo e diluicdo de DNA isolado de sangue de bovinos, usado para se estimar a
sensibilidade da PCR para amplificagdo de regibes cromossémicas autossomicas e alossdmicas de
bovinos.

Amostras Diluicdes ™™/44ua Quantidade de DNA* (ng)

A _ 400

1 1:10° 4x10"

2 1:10° 4x10™*

3 1:10° 4x10°"*

4 1:10%? 4x10710*

5 1:10% 4x1071%*

6 1:10%° 4x10714*

AC: amostra controle, *: Estimada matematicamente, pois as amostras foram diluidas a ponto de
ultrapassar o limite minimo de deteccdo de DNA pelo método fluorimétrico.

A amplificacdo por PCR das amostras da dilui¢do seriada em macho e fémea
comportaram-se de forma semelhante. Assim, foi possivel inferir que a sensibilidade de
amplificacdo da regido autossdmica de bovinosfoi possivel ate a concentracdo de 4x10°
2 de DNA e a amplificacdo da regido Y-especifico foi possivel até a quantidade de
4x10™*ng/ul de DNA.

5. Concluséao

Nesse sentido, os resultados do presente ensaio demonstraram que a
amplificacdo de amostras misturadas contendo regides gendmicas Y-especifico de
macho diluida em amostra de fémea é possivel. Os dado gerados deste experimentos
foram encaminhado para o Arg. Bras. Med. Vet. Zotec. Na forma de uma comunicacéo
e ate a presente data estdo em fase de publicacdo. (Protocolo de submissdo em anexo).

Os resultados da diluicdo seriada reforcam a hipOtese de que a regido Y-
especifico em amostra sanguinea de vacas prenhes pode ser convenientemente usada
como ferramenta de sexagem fetal. Estdo em andamento, experimentos laboratoriais de
sexagem fetal por PCR a partir do DNA extraido de vacas prenhas, em diferentes
estagios gestacionais, pelo nosso grupo.
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