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RESUMO - O desenvolvimento de novas biotécnicas
em reproducédo animal tem proporcionado incrementos
significativos no padréo genético de bovinos em todo o
mundo. A produgao in vitro (PIV) de embrides bovinos
ocasionou um salto de qualidade na tecnologia da
producéo de embrides. Embora a PIV seja uma técnica
consolidada, alguns estudos tém demonstrado uma
desproporcao no sexo de embrides nascidos, onde a
porcentagem de embrides machos tem sido maior do
que a teoricamente esperada de 50% para cada um
dos sexos. Esse inconveniente abriu a perspectiva para
o desenvolvimento de métodos para a determinagao
do sexo de embrides bovinos antes da transferéncia,
uma vez que os produtos do sexo feminino sdo
economicamente mais valorizados. A presente revisao
abordara as vantagens e desvantagens dos principais
métodos invasivos e ndo-invasivos, avaliados quanto ao
seu potencial de determinagédo do sexo de embrides
bovinos, com énfase para a PCR que ¢é a técnica que
tem apresentado os melhores resultados.

Palavras-chave: bovino, fertilizag&o in vitro, sexagem,
PCR.

ABSTRACT - The development of new animal
reproduction biotechniques has been provided the
obtaining of genetic improvement in cattle herds around
the world. Recently, the ascension of the in vitro
production (IVP) of bovine embryos provided important
development in the technology of bovine embryos.
Although being a consolidated technique, some studies
show disproportion between the sexes of calves born
by means of IVP, being the percentage of males higher
than the theoretically expected rate of 50% for each sex.
This inconvenient opened the perspective for the
development of methods for sex determination for the
embryos before the transference, once the production of
females is desirable in economic terms. This revision will
approach the advantages and disadvantages of the
invasive and non-invasive methods developed for the sex
determination in bovine embryos, with emphasis for PCR
assay that is the technique that displays the best results.
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Producao in vitro de embrioes bovinos

Os avangos significativos na reprodugéo animal
assistida, observados nos ultimos anos, tém possibilitado
a utilizagao e a disseminagao de animais geneticamente
superiores. O desenvolvimento de biotécnicas da
reproducao como a producgao in vitro (PIV) de embrides
bovinos otimizou o aproveitamento de odcitos,
contribuindo com o incremento na producédo de
embrides. Com isso, obteve-se aumento no potencial
de exploragdo do sistema reprodutivo das fémeas,
proporcionando acréscimo no nimero de descendentes
(BLONDIN et al., 2002).

Devido ao grande potencial e rapidez para a
multiplicacdo de descendentes de animais
geneticamente superiores, quando comparada a outras
biotécnicas, a PIV de embrides bovinos tem-se revelado
uma biotécnica de grande importancia para os
programas de melhoramento genético animal
(CAMARGO et al., 2003). Embora essa técnica venha
sendo estudada desde 1878 em coelhos e em outros
animais de laboratério, estudos mais especificos na
espécie bovina somente ocorreram no inicio da década
de 1960. BRACKETT et al. (1982) relataram o
nascimento do primeiro bezerro obtido pela PIV a partir
de odcitos ovulados, e LU et al. (1988) descreveram a
obtencgao de gestagao a partir de um embrido produzido
por um processo totalmente in vitro.

Apesar do grande sucesso da técnica ainda sédo
relatados alguns problemas tais como: i) distécias, que
tem como causa o maior peso do bezerro ao nascer
(“sindrome do bezerro grande”); ii) abortamentos; iii)
gestagdes prolongadas; iv) malformagdes congénitas
e v) elevada taxa de mortalidade neonatal (HASLER et
al., 1995; van WAGTENDONK-de LEEUW et al., 1998;
2000).

Varios estudos tém também demonstrado desvio na
proporgao macho-fémea de embrides produzidos in
vitro, com a porcentagem de embrides machos superior
a proporgéo teoricamente esperada de 50% para cada
um dos sexos (GUTIERREZ-ADAN et al., 1996; 2001;
van WAGTENDONK-de LEEUW et al., 2000).

A diferenca no tempo de desenvolvimento dos
embrides de acordo com o sexo parece influenciar a
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desproporgao entre machos e fémeas. Supde-se que
a selecao de blastocistos em estadios mais avangados
do desenvolvimento favorece a escolha de machos uma
vez que esses, durante os oito primeiros dias apés a
fertilizagéo in vitro (FIV), desenvolvem-se mais
rapidamente quando comparados aos embrides do sexo
feminino (AVERY et al., 1991). Esse desenvolvimento
precoce poderia ocorrer devido as condigdes de cultivo
dos embrides. O uso de soro fetal bovino no cultivo,
com alta concentragdo de glicose, parece acelerar o
desenvolvimento dos machos e retardar o das fémeas
(GUTIERREZ-ADAN et al., 2001). Dentre os fatores
relacionados com a diferenga na proporgao entre os
sexos, pesquisas tém sugerido também o método de
preparagdo dos espermatozéides na FIV
(RHEINGANTZ, 2000). Portanto, a selecdo dos
embrides no momento da transferéncia para as
receptoras poderia implicar em maior nimero de
produtos do sexo masculino.

A maior freqiéncia de machos nos produtos
provenientes da PIV é altamente indesejavel. O impacto
de um Unico touro sobre um plantel é bastante grande
e isso exige extremo rigor na selegao de touros para a
colheita de sémen. Como a producao de gametas é
constante, o numero de machos com alto potencial
zootécnico, necessario em um rebanho, € bem menor
em relacéo as fémeas. Como a probabilidade de um
bezerro tornar-se doador de sémen é baixa, esses
aspectos justificam a desvalorizagao dos produtos do
sexo masculino. Em relagdo as fémeas, toda bezerra
oriunda de um acasalamento bem planejado é,
potencialmente, uma futura doadora. Isto implica em
menor risco quanto ao investimento nos animais desse
sexo, justificando assim a maior valorizagdo dos
produtos do sexo feminino.

A falta de receptoras em nimero e qualidade
suficientes e a ineficiéncia atual da criopreservagéo dos
embrides produzidos in vitro, também s&o aspectos a
serem considerados quando se avalia a desproporgao
entre os sexos dos embrides obtidos com a PIV.
Praticamente todos os embriées produzidos in vitro séo
transferidos a fresco. Assim, na inexisténcia de
receptoras para todos os embrides, € comum o descarte
daqueles menos adiantados quanto ao
desenvolvimento. De acordo com a hipétese de que
embrides do sexo feminino apresentam tendéncia de
desenvolvimento mais lento, na pratica, pode-se
confundir pior qualidade do embrido com
desenvolvimento atrasado e, conseqiientemente,
descartar justamente os embrides mais valorizados.

Identificacao do Sexo de Embrides
Bovinos Pré-Implantacao

A diferenciagao sexual nos bovinos, assim como nos
outros mamiferos, comega na fecundagdo com a
diferenciagado do contetudo cromossémico. O embriao
do sexo feminino possuird dois cromossomos X
enquanto o embrido de um macho possuird um
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cromossomo X e um cromossomo Y.

A possibilidade de selecao do sexo, previamente a
transferéncia dos embrides, apresenta grande interesse
econdmico principalmente devido a multiplicagdo de
animais do sexo desejado. Com o advento da
transferéncia comercial de embrides a partir da década
de 1970, a determinagao seletiva do sexo dos animais
antes da transferéncia tem sido uma meta almejada
pela industria animal (THIBIER e NIBART, 1995). No
entanto, somente no inicio da década de 1990 a
determinagao do sexo de embrides bovinos pré-
transferéncia foi introduzida como uma biotécnica
comercialmente significativa (BREDBACKA, 2001).

Varios métodos tém sido utilizados para a
identificacdo do sexo dos embrides. De acordo com o
procedimento de sec¢ao, perfuragao e penetragao da
zona pelucida (ZP), esses métodos podem ser
classificados como ndo-invasivos e invasivos.

Métodos Nao-Invasivos

Os métodos nado-invasivos sao considerados ideais,
pois mantém a integridade do embrido, reduzindo os
prejuizos na transferéncia e posterior implantagdo. Além
disso, deve-se considerar também o baixo custo e a
facilidade de interpretagéo dos resultados.

Métodos imunoldgicos: Os métodos imunolégicos
sdo utilizados na identificagdo do sexo de embrides pela
deteccao de um antigeno de superficie celular Y-
especifico (antigeno H-Y), cuja expresséao é controlada
por um gene presente no cromossomo Y dos
mamiferos. O antigeno H-Y é um antigeno de
histocompatibilidade, identificado pela primeira vez em
camundongos do sexo feminino, apds a rejeigéo de
enxertos de pele provenientes de machos da mesma
linhagem sangiinea. No entanto, embora o termo
“antigeno H-Y” tenha sido originalmente aplicado a um
antigeno de rejeigao, o uso desse termo frequientemente
inclui antigenos encontrados somente em células de
machos e que induzem a formagao de anticorpos
séricos (HASELTINE e OHNO, 1981).

A citotoxicidade e a imunofluorescéncia indireta (IFI)
sdo dois métodos utilizados para a detecgio do antigeno
H-Y em embrides. Em ensaios citotéxicos os embrides
que expressam esse antigeno apresentam lise celular ou
cessam o desenvolvimento, sendo classificados como
machos (WATCHEL, 1984). WHITE et al. (1982)
identificaram o sexo de 1000 embrides murinos de 8-16
células por meio da citotoxicidade. Apos a transferéncia
dos embrides viaveis, 86% (50/58) dos animais nascidos
eram fémeas. No entanto, o inconveniente desse método
€ a destruigao dos embrides machos.

Na IF| sdo utilizados anticorpos anti-H-Y, monoclonais
ou policlonais, conjugados com o isotiocianato de
fluoresceina. As células portadoras desse antigeno podem
ser visualizadas por meio de microscopia de fluorescéncia.
BOOMAN et al. (1989) realizaram a IFI utilizando
anticorpos monoclonais. Embora a identificagédo dos
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machos e das fémeas tenha sido possivel, a avaliagao
da fluorescéncia foi subjetiva devido aos sitios
inespecificos de ligagao dos anticorpos com as células
dos embrides, alcangando apenas 77% de acuracia. Uma
vantagem encontrada nessa técnica, em contraposi¢cao
a citotoxicidade, é a preservagao dos embrides machos.

Embora os métodos de detecgdo do antigeno H-Y
sejam simples e rapidos, a acuracia é insatisfatoria
(BREDBACKA, 1998). Esses métodos também néo tém
demonstrado repetibilidade e possuem reduzida
aplicagao quando a determinagao do sexo de embrides
é realizada com propdsitos comerciais.

Métodos bioquimicos: Devido a presenca de dois
cromossomos X nas células das fémeas de mamiferos
e para manter o nimero equivalente de genes entre os
sexos no inicio do estadio embrionario, um dos
cromossomos X da fémea é inativado em cada célula.
Embora nao se tenha certeza do momento exato da
inativagao do cromossomo X, estudos tém sugerido um
breve periodo entre a ativagdo do genoma embrionario
e a inativagdao de um dos cromossomos X. Por esse
motivo, no inicio do desenvolvimento, tanto a
concentracao celular quanto a atividade de algumas
enzimas ligadas ao cromossomo X podem ser duas
vezes maiores nos embrides fémeas em comparagao
aos machos. Com isso, a mensuragao da concentragao
celular e/ou da atividade das enzimas ligadas ao
cromossomo X indica o dobro da atividade quando
comparada com as enzimas autossémicas. Essa maior
atividade pode ser utilizada para a identificagao dos
embrides do sexo feminino (MC EVOQY, 1992).

Com base nessa hipétese, WILLIAMS (1986)
identificou o sexo de embrides murinos por meio da
atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) e obteve eficiéncia de 64%. MONK e
HANDYSIDE (1988) mensuraram a atividade da
fosforribosil hipoxantina transferase (FHT), outra enzima
ligada ao cromossomo X, e obtiveram 91% de acurécia
para as fémeas e 100% para os machos.

O principal fator que inviabiliza a aplicagao comercial
dos métodos que se baseiam na determinagédo da
concentragdo celular e/ou da atividade das enzimas
ligadas ao cromossomo X é a alta taxa de mortalidade
embriondria, sugerindo toxicidade da reagao para os
embrides (WILLIAMS, 1986). Adicionalmente, essa
técnica exige o conhecimento exato do periodo de
inativagcao do cromossomo X, bem como a idade exata
dos embrides no momento da analise pois as enzimas
monitoradas podem resultar da tradugcdo do RNA
mensageiro materno estocado no embrido e ndo da
transcricdo do genoma embrionario, levando a
resultados errneos (MC EVOY, 1992).

Métodos Invasivos
Os métodos mais precisos para a determinagao do

sexo sao invasivos, isto é, requerem a realizagdo de
uma bidpsia de células dos embrides. A aplicagéo dos

métodos invasivos torna possivel obter taxas de até
100% na eficiéncia da determinagdo do sexo. No
entanto, além da dificuldade na manipulagao durante o
processo de bidpsia, devido a caracteristica invasiva
esses métodos podem acarretar redugao nos indices
de gestacoes (BREDBACKA, 1998).

Métodos citogenéticos: As andlises citogenéticas
implicam na visualizagdo da cromatina sexual
(cromossomo X inativado ou corpusculo de Barr) ou na
identificagao dos cromossomos sexuais pela técnica de
cariotipagem (BONDIOLI et al., 1989)

Visualizagdo da cromatina sexual: A andlise
citogenética para a identificagao de embrides do sexo
feminino por meio da visualizag&o da cromatina sexual,
realizada em células de embridées de coelhos com cinco
dias de desenvolvimento, foi a primeira técnica utilizada
para a identificacdo do sexo. No entanto, em outras
espécies animais, a técnica ndo obteve o0 mesmo
sucesso devido a dificuldade de visualizagao da
cromatina sexual causada pela natureza granular do
citoplasma das células embrionarias (KING, 1984).

Cariotipagem: Posteriormente, fragmentos obtidos
por biodpsia embriondria foram submetidos a outra
técnica citogenética para a identificagao do par de
cromossomos sexuais XX ou XY na fase de metafase.
A identificagdo do sexo por cariotipagem de células
provenientes de bidpsia é realizada por meio da
utilizacdo de substancias mitostaticas que atuam
paralisando o ciclo celular para posterior andlise de
placas metafasicas (KING, 1984). HARE et al. (1976)
demonstraram a possibilidade da determinagéo do sexo
em biépsias de embrides bovinos com 14 e 15 dias de
desenvolvimento. No entanto, a necessidade da
utilizagéo de blastocistos mais adiantados, eclodidos e
elongados, inviabiliza o uso da técnica em programas
comerciais. SINGH e HARE (1980) demonstraram que
a média do indice mitético foi de apenas 9% quando
moérulas de seis dias de desenvolvimento foram
submetidas a cariotipagem.

Embora a acurédcia dessa técnica seja alta, sua
eficiéncia, avaliada pela proporgdao de embrides que
podem ter o sexo determinado, permanece em niveis
insatisfatérios (BREDBACKA, 1998). Na maioria das
vezes, somente poucas células estédo em divisao e pode
haver dificuldade na obtencao de células em metafases
bem expandidas que possibilitem a visualiza¢gdo dos
cromossomos sexuais. Devido também ao grande
namero de células necessarias para a analise, a
viabilidade dos embrides é seriamente comprometida
(SETIABUDI e GUSTAVSSON, 1991). Ainda como
desvantagem, a cariotipagem é um procedimento
demorado e que exige grande habilidade para a sua
realizagdo. Atualmente, a ndo ser como método de
referéncia para a verificagdo da eficiéncia de outros
métodos de identificagdo do sexo, a cariotipagem nao
tem sido utilizada rotineiramente.
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Métodos Moleculares

Os estudos do mapeamento do cromossomo Y
proporcionaram o desenvolvimento de sondas de DNA
especificas para a determinagao do sexo de embrides
pré-transferéncia. As sondas Y-especificas so utilizadas
para a marcagao de seqiiéncias do cromossomo Y por
meio das técnicas de hibridizacéo in situ, hibridizagao
in situ fluorescente (FISH) e dot blot.

Hibridizag&o in situ: A utilizagdo da técnica de
hibridizagao in situ permite a localizagdo de seqiiéncias
Y-especificas por meio de marcagao radioativa. A
hibridizacao positiva indica a presenga do cromossomo
Y e permite identificar os embrides machos. COTINOT
etal. (1991) desenvolveram e utilizaram uma sonda Y-
especifica (BC1.2) para a identificagao do sexo em 150
biépsias (10-20 células) de embrides por meio da
hibridizagao in situ, obtendo resultado em 57% das
bidpsias. A acuracia da técnica, confirmada por andlise
citogenética, foi de 95%. SETIABUDI e GUSTAVSSON
(1991) também utilizaram a sonda BC1.2, com
marcagao radioativa e revelagao por auto-radiografia,
e obtiveram 100% de acuréacia, confirmada por
avaliagao direta dos cromossomos. Embora a acurécia
dessa técnica seja considerada aceitavel, a analise
requer longos periodos para as etapas de hibridizagéo
(12 a 16 h) e de auto-radiografia (1 a 6 dias). Com isso,
€ necessario o congelamento ou o abortamento seletivo,
com reducéo da viabilidade comercial da identificagao
do sexo de embrides bovinos produzidos in vitro.

Hibridizagcao in situ fluorescente (FISH): Uma
variagdo da técnica de hibridizacéo in situ & a FISH,
que utiliza como marcadores sondas nao-radioativas.
Em comparag¢do com a hibridizagéo in situ, o uso de
sondas fluorescentes nao-radioativas facilita a execugao
da técnica e possibilita maior sensibilidade. Embora a
aplicacdo esteja difundida para o uso em embrides
humanos, existe pouca informacao sobre a
determinagao do sexo em embrides bovinos. GAVIO
et al. (2001) analisaram 92 embrides produzidos in
vitro por meio de remogado da ZP e posterior
desagregacao dos blastdmeros. A partir da fixagao
de um ou dois blastémeros, a microscopia de
fluorescéncia revelou 79 nicleos em interfase, com
42 (53,2%) nucleos identificados como machos e 37
(46,8%) nlcleos com sinais negativos caracterizados
como fémeas. LEE et al. (2004) utilizaram a
sequéncia BtY2 (GenBank: A18483) em blastdmeros
individuais e em hemi-embrides produzidos in vitro
e obtiveram taxas de coincidéncia de 96% na
determinagao do sexo.

Embora a técnica de FISH alcance resultados
satisfatérios existe pouca informagao sobre a eficiéncia
da determinacdo do sexo em células embrionarias
provenientes de biopsias (KOBAYASHI et al., 1998).
Devido as inlUmeras etapas requeridas, a aplicagéo
dessa técnica na rotina é praticamente inviavel.
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Dot blot: BONDIOLI et al. (1989) realizaram o
primeiro ensaio em larga escala para testar a acuracia
da determinagéo do sexo pela técnica de dot blot. Por
meio de bidpsias em 101 embrides de seis e sete dias
de desenvolvimento, congelados / descongelados e
transferidos, 91 (90%) embriGes tiveram o sexo
determinado. Esses embrides resultaram em 35 (40%)
gestacdes, com 97% de acuracia do teste. Os resultados
desse estudo experimental, onde foram obtidas taxas
aceitaveis de sobrevivéncia do embrido e excelentes
de acurdcia, indicaram a possibilidade da aplicagao
comercial da técnica. Em procedimento subseqliente,
utilizado para a transferéncia comercial de embrides,
os autores obtiveram acuracia de 100% na identificagao
do sexo em 45 (41%) gestagdes produzidas. Apesar
dos resultados satisfatérios, alguns fatores como os
demorados protocolos de hibridizagao e a complexidade
do ensaio, assim como o uso de is6topos radioativos,
inviabilizam o uso comercial da técnica, principalmente
em embrides produzidos in vitro (HASLER et al., 2002).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): A
identificagcdo do sexo de embrides por meio de métodos
moleculares foi facilitada com o advento da PCR. O
primeiro estudo para a determinagdao do sexo de
embrides por meio da utilizagdo da PCR foi realizado
por HANDYSIDE et al. (1989) em embrides humanos.
Em bovinos, um passo marcante no desenvolvimento
datécnica foi a descrigdo da determinagao do sexo pela
PCR a partir de biépsias em embrides com seis a sete
dias de desenvolvimento (SCHRODER et al., 1990).

A PCR amplifica exponencialmente pequenos
fragmentos de DNA de regides Y-especificas. A
presenca ou a auséncia de amplificagao da seqliéncia
Y-especifica indica o sexo do embrido (SHEA, 1999). A
técnica caracteriza-se pelo alto grau de eficiéncia e
acuracia (BREDBACKA et al., 1995; HASLER, 2003),
além de ser considerado um procedimento rapido e de
facil realizagao.

Para a determinagao do sexo pela PCR podem ser
utilizados embrides em varios estadios de
desenvolvimento, desde mérula compacta até
blastocisto expandido, e de qualidade excelente a boa,
pois esse quesito & um fator critico sobre os resultados
(HASLER et al., 2002). Como método invasivo, a
principal desvantagem dessa técnica é a necessidade
da remogdo de um pequeno numero de células
embrionarias.

Abibpsia é o componente mais critico e laborioso do
procedimento para a determinagéo do sexo de embrides
pela PCR e o seu tamanho é um compromisso entre a
eficiéncia da técnica e a viabilidade do embrido
(BREDBACKA, 2001). A orientagéo da bidpsia ndo tem
relevancia em uma mérula compacta. Entretanto, em
blastocistos a massa celular interna deve permanecer
intacta e as amostras devem ser retiradas do trofoblasto.
O tamanho da biépsia pode variar entre um Unico
blastdmero até aproximadamente 10-30% da massa
celular embrionaria. A quantidade de células deve ser
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compativel com a alta eficiéncia na identificagcéo do sexo
e com taxas aceitaveis de gestacoes (BREDBACKA,
1998; GUTIERREZ-ADAN et al., 1996).

Os embrides produzidos in vitro sdo mais frageis a
micromanipulagéo e mais sensiveis a criopreservagao.
Essas caracteristicas constituem-se nos principais
obstaculos para o uso difundido da PIV (HASLER et
al., 1995). A rapidez na execugdo da técnica e a
possibilidade da determinacdao do sexo de embrides
bovinos frescos, sem a necessidade de criopreservacao,
€ uma das principais vantagens da utilizagao da PCR
em laboratérios de PIV de embrides bovinos.

Os protocolos realizados comercialmente para a
determinacdo do sexo de embrides geralmente
envolvem a utilizagdo de uma seqliiéncia de
oligonucleotideos iniciadores (primers) Y-especifica em
associagado com primers direcionados para a
amplificagdo de uma seqiiéncia autossémica bovina
(controle interno da reagao) caracterizando, dessa
forma, a multiplex-PCR. Com a utilizacao desse sistema
foram relatadas excelentes taxas de eficiéncia (90-95%)
e de acuracia (93-98%) (THIBIER e NIBART, 1995;
SHEA,1999).

A inclusdo de uma seqiiéncia autossémica é de
grande importancia uma vez que a detecgcao de
seqUiéncias especificas em DNA de células de embrides,
tanto do sexo masculino quanto feminino, é utilizada
como controle da reagado que assegura a presenca de
células no material coletado na bidpsia e também podem
ser detectados problemas no processo de amplificagéo.
Dessa forma a amplificagcdo de seqiéncias
autossdmicas evita resultados errbneos, como “falsas-
fémeas”, passiveis de ocorrer quando se utiliza apenas
primers para a amplificacdo de fragmentos Y-
especificos.

Com a utilizagéo do controle interno, apoés a andlise
dos produtos amplificados por meio de eletroforese em
gel de agarose e/ou poliacrilamida, nos embrides do
sexo masculino sao visualizados dois produtos
correspondentes as seqliéncias especificas
encontradas no cromossomo Y e no gene autossémico.
A auséncia do produto relativo ao cromossomo Y
caracteriza o embrido como do sexo feminino
(BREDBACKA, 1998).

MACHATY et al. (1993) identificaram, por meio da
multiplex-PCR, o sexo de 87 embrides produzidos in
vitro, cinco dias pés-fertilizagao, utilizando apenas um
blastdbmero removido no estadio de 16-32 células. Do
total de embrides, foi possivel a determinagao do sexo
em 83 deles, conferindo a técnica 95,4% de eficiéncia.

Alta acuracia foi relatada por BOUSQUET et al.
(1999) na determinagao do sexo pela multiplex-PCR,
de embrides de graus 1 e 2, produzidos in vitro e
biopsiados. A acuracia da técnica, confirmada por meio
de avaliagao ultra-sonogréfica do sexo fetal entre 60 e
65 dias de gestacao, foi de 97,4% com taxa de gestagao
de 53,4% (319/597). A taxa de identificagdo dos sexos
diferiu estatisticamente com 56,8% (1047/1844) de
machos e 37,5% (691/1844) de fémeas.

COSTA et al. (2002) identificaram o sexo de embrides
produzidos in vitro nos estadios de morula e blastocisto.
No total de 50 embrides a multiplex-PCR possibilitou a
determinagédo do sexo em 48, resultando em 96% de
eficiéncia.

CAMARGO et al. (2003) analisaram, também por
meio da multiplex-PCR, 109 embrides inteiros, na fase
de blastocisto, produzidos in vitro. Foi possivel
determinar o sexo de 99 embrides demonstrando
eficiéncia de 90,8%. Nesse experimento, que visou a
avaliacéo da diferenca observada entre os sexos, 0s
embrides machos representaram 59,6% do total de
embrides que tiveram o sexo determinado. LUZ et al.
(2000) também determinaram o sexo de embrides
inteiros produzidos in vitro utilizando a sequéncia
macho—especifica BC1.2 e a sequéncia satélite 1.715
para o controle interno da reacdo. Do total de 92
blastocistos, 86 (93,5%) embrides tiveram o sexo
determinado pela multiplex-PCR.

Alguns estudos relataram como desnecessaria a
utilizagéo do controle autossd6mico uma vez que esse
pode também interferir na amplificacdo da sequéncia
Y-especifica (PEURA et al., 1991; BREDBACKA et al.,
1994). No entanto, a eficiéncia da determinag¢ao do sexo
de embrides produzidos in vitro encontrada por LOPES
et al. (1999) foi de 90% (34/38) quando a reacgdo de
PCR foi realizada sem o controle interno autossémico
e de 94% (48/51) quando, na forma de multiplex-PCR,
foram incluidos primers para as seqliéncias Y-especifica
e autossdmica. No mesmo estudo, a acurédcia da
técnica, relacionada com o diagndstico correto do sexo
dos animais nascidos foi, respectivamente, de 79% (15/
19) e de 100% (30/30) com os dois tipos de reagao
(PCR e multiplex-PCR). GARCIA (2001), com o objetivo
de tornar a PCR mais simples, identificou o sexo de
133 embrides utilizando apenas a sequéncia Y-
especifica. Para a avaliagdo do desempenho da técnica
foi aceita a margem de erro de 14% para as possiveis
fémeas e de 7% para os machos. A confirmacéo por
ultra-sonografia, ou mesmo ap6s o nascimento dos
animais, revelou que a taxa correta de embrides machos
obtidos foi de 93,7% (74/79) e para os embrides
classificados como “possiveis” fémeas foi de apenas
75,9% (41/54).

Consideracoes Finais

A selegao do sexo anteriormente a transferéncia dos
embrides bovinos tem gerado interesse tanto por parte
de pesquisadores quanto dos pecuaristas que buscam
aprimorar a qualidade de seus rebanhos.

Nos Ultimos anos, os grandes avangos observados
em biotécnicas da reprodugcdo como a PIV,
possibilitaram o incremento no desenvolvimento de
métodos para a identificagao do sexo de embrides. Uma
metodologia de rotina, que tenha por objetivo a
determinagao do sexo de embrides deve incluir altas
taxas de eficiéncia e de acuracia, e ser seguida por um
processo eficiente na transferéncia desses embrides,
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além da obtengéao de altas taxas de gestagdes.

Visando a aceitagcdo comercial, a técnica de
identificagao do sexo deve ser rapida, de facil realizagao
e de custo aceitavel. Nesse contexto, a PCR possui
muitas vantagens sobre as demais técnicas,
possibilitando assim sua utilizagao para a determinagao
do sexo de embrides bovinos em escala comercial.
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