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1. INTRODUÇÃO 
 

A apoptose, ou morte celular programada, é um processo ativo e irreversível, 
de autodigestão controlada dos constituintes celulares (Li et al., 2009). Tendo sido 
indicada como marcador de qualidade oocitária e capacidade de desenvolvimento 
embrionário (Anguita et al., 2009).  Os mecanismos de apoptose podem ser ativados 
por estímulos externos (receptores de membrana) e internos (estresse intracelular), 
sendo regulados por diferentes famílias de genes (Chang et al, 2002). 

Oócitos equinos têm como característica grande quantidade de gotas de 
lipídeo em associação com mitocôndrias e retículo endoplasmático liso, sugerindo, 
que sejam mais sensíveis ao estresse oxidativo e apoptose que dos demais 
mamíferos (Ambruosi et al., 2009). Neste sentido, a análise da expressão gênica de 
oócitos e de embriões eqüinos é de fundamental importância para avaliar os 
processos de vitrificação, de maturação in vitro (MIV), fertilização e de 
desenvolvimento embrionário in vitro. Possivelmente, a resposta para um maior 
sucesso na manipulação destas células esteja no conhecimento do DNA desta 
espécie.  

Este artigo teve como objetivo o delineamento in silico de primers 
(oligonucleotídeos sintéticos), para genes eqüinos relacionados ao processo de 
apoptose, através de ferramentas de bioinformática, testando sua eficiência in vitro 
em tecidos reprodutivo de éguas. Possibilitando a seleção dos primers que serão 
utilizados futuramente na análise quantitativa da expressão de genes apoptóticos 
por reação em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR), na MIV e na 
vitrificação de oócitos e embriões eqüinos produzidos por injeção intracitoplasmática 
de espermatozóides (ICSI). 

 
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para construção dos primers foi realizada uma busca ao banco de genes 
(GenBank) das seqüências de interesse de eqüinos, que foram inseridas no 
programa Vector NTI 11 (Invitrogen®, Carlsbad, USA) para construção dos 



oligonucleotídeos para seus mRNAs. Os primers obtidos foram selecionados de 
acordo com suas propriedades termodinâmicas, peso molecular e conteúdo de C/G, 
alguns foram adaptados de outros mamíferos, quando foi observada alta identidade 
entre as seqüências gênicas. 

Para avaliação da eficiência in vitro dos oligonucleotídeos, amostras de 
ovários, ovidutos e complexos cumulus oophuros (CCO) equinos foram obtidas em 
abatedouro, localizado na cidade de Pelotas/RS. Os CCOs foram coletados por 
aspiração dos folículos com diâmetro entre 10 a 20 mm, e maturados in vitro em 
fluído folicular (Caillaud et al., 2008), sendo incubados durante 36 h em estufa a 
38,7ºC e 5% de CO2. Para retirada das células do cumulus, foi utilizada solução de 
80 UI de hialuronidase Tipo I-S (Sigma®- Aldrich, Alemanha). 

Das amostras de ovários, ovidutos, oócitos imaturos e maturados in vitro, 
células do cumulus provenientes dos oócitos imaturos e maturos, foram extraído o 
RNA segundo protocolo proposto por Kang et al. (2009), utilizando Reagente TRIzol® 

(Invitrogen®, USA). O RNA total extraído foi quantificado com o fluorômetro Qubit™ 
(Invitrogen®, USA), para a posterior confecção do cDNA, seguindo as instrução do 
manual do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems, 
USA). 

O cDNA sintetizado foi utilizado como template na reação em cadeia da 
polimerase (PCR), utilizando como gene normalizador a GAPDH (Gliceraldeído-3-
Fosfato Dehidrogenase). As reações de PCR (PCR Supermix, Invitrogen®, USA) 
foram realizadas com 40 ciclos de 94°C por 30 segun dos, a temperatura de 
anelamento (Tm) indicada a cada primer por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, com 
desnaturação inicial de 1 minuto e extensão final de 5 minutos. O produto das 
reações foi visualizado em eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com 
GelRed™ (Biotium Inc., CA). 

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A tabela 1 mostra os oligonucleotídeos, conteúdo de C/G, a temperatura de 
anelamento e o tamanho do produto esperado e o amplificado para cada primer 
selecionado. Como os genes avaliados são bastante conservados em mamíferos, foi 
obtido sucesso na adaptação de alguns primers que foram utilizados para oócitos e 
embriões de outras espécies. Entretanto, não foi obtido sucesso na amplificação dos 
genes BAC e Hsp70.1, já, os primers calpaína e catepsina b (CTSB) mostraram 
amplificações inespecíficas. Enquanto que, Bax e Bax equino amplificaram um 
fragmento de tamanho diferente do esperado. Para estes genes serão necessários 
ajustes na reação de PCR e a utilização de adjuvantes como o dimetilsulfóxido, ou 
até mesmo nova seleção de ologonucleotídeos. 

A etapa de construção dos primers e adaptação da PCR são etapas chaves 
do sucessso da análise da expressão gênica. O desenho de primers é dividido em 
quatro fases: busca e escolha das seqüências de interesse; alinhamento das 
seqüências e determinação do consenso; seleção da região consenso mais 
conservada e escolha, e teste dos primers. Entre as propriedades principais, podem-
se considerar: índice de G/C de 35-60%, diferença de temperatura de 0-3°C entre os 
primers, Tm (55-65°C), evitando a de formação de dímeros, hairpins e laços (Garcês 
& Lima, 2004). 

O estudo do RNA mensageiro (mRNA) é emergente na embriologia, os 
produtos de genes relacionados a vários processos biológicos, incluindo vias 



metabólicas, apoptose, estresse oxidativo e criotolerância, necessitam ser 
estudados quanto as diferenças apresentadas na expressão dos genes in vivo e in 
vitro, e sob diferentes meios de cultivo (Wrenzycki et al., 2005). A análise da 
expressão de genes, que estão envolvidos no desenvolvimento inicial embrionário, 
fornece uma ferramenta importante na evolução de biotecnologias da reprodução 
assistida. 
 



Tabela 1.  Oligonucleotídeos sintéticos, % C/G, temperatura de anelamento (Tm) e tamanho do 
fragmento amplificado para os primers construídos e selecionados para a análise da 
expressão de genes eqüinos relacionados ao processo de apoptose. 

 

Primer Oligonucleotídeos % 
C/G 

Tm 
indicada  

Tm 
utilizada  

Produto 
esperado 

Fragmento 
amplificado 

p53 
(Dhali et al., 2009) 

F 5’-AAAGGATGCCCATGCTACAGAGGA-3’ 55,6 59,9 ºC 
57 ºC 82 pb ≅ 100pb 

R 5’-AGTAGACTGGCCCTTCTTGGTCTT-3’ 50 60,4 ºC 

Bax equino 
F 5' -TCTCCCCGAGAGGTCTTTTT - 3' 50 60,4 ºC 

56 ºC 151 pb ≅ 400 
inespecífico R 5’-TCAGCCCATCTTCTTCCAGA-3’ 50 60,4 ºC 

Bax 
(Opiela et al., 2008) 

F 5'-TCTCCCCGAGAGGTCTTTTT-3' 50 60,4 ºC 
56 ºC 151 pb ≅ 500 

inespecífico R 5'-TGATGGTCCTGATCAACTCG-3' 50 60,4 ºC 

Bcl-2 equino 
F 5’-GAGACCCCCAGTGCCATCAA-3’ 60 64,5 ºC 

56 ºC 146 pb ≅ 146 pb 
R  5’-GGGATGTCAGGTCGCTGAAT-3’ 55 62,4 ºC 

Bcl-2 
(Opiela et al., 2008) 

F 5'-GAAACCCCTAGTGCCATCAA-3' 50 60,4 ºC 
56 ºC 146 pb ≅ 146 pb 

R 5'-GGGACGTCAGGTCACTGAAT-3' 55 62,4 ºC 

GAPDH 
(Opiela et al., 2008) 

F 5’-GCC GTA ACT TCT GTG CTG TG-3’ 55 62,4 ºC 
61 ºC 150 pb ≅ 150 pb 

R 5’-AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG-3’ 43,5 61 ºC 

CTSB 
F 5'- CCCAAGCTGCCCCAGAGAG -3' 68,4 66,6 ºC 

60 ºC 133 pb Fragmentos 
inespecíficos R 5'- CCCAGCAGGAGCCACAGG-3' 72,2 66,7 ºC 

Bak 
(Jeong et al., 2009) 

F 5'-ACCGACCCAGAGATGGTCAC-3' 60 64,5 ºC 
65 ºC 209 pb ≅ 209 pb 

R 5'-CAGTTGATGCCACTCTCGAA-3' 50 60,4 ºC 

Bak equino 
F 5'-GCCGACCCAGAGATGGACAC-3' 65 66,6 ºC 

65 ºC 209 pb ≅ 850 pb 
R 5'-CAGTTGATGCCGCTCTCAAA-3' 50 60,4 ºC 

Hsp 70.1 
(Camargo et al., 2007) 

F 5'-AACAAGATCACCATCACCAACG-3' 45,5 60,8 ºC 
50 ºC 275 pb Não 

amplificou R 5'-TCC TTC TCC GCC AAG GTG TTG-3' 57,1 64,5 ºC 

Hsp 70 
(Zhang et al., 2009) 

F 5' -TACAAAGGGGAGACCAAGGC-3' 55 62,4 ºC 
50 ºC 425 pb ≅ 425 pb 

R 5'-TTCCTCTTGAACTCCTCCAC-3' 50 60,4 ºC 

Casp3 
F 5'- CAGTGGATTCAAAATCCATTA -3' 33,3 54,8 ºC 

55 ºC 115 pb ≅ 115 pb 
R 5'-CCCATTTCAGGATAATCCA-3' 42,1 55,8 ºC 

Casp9 
F 5'- CCCGACATGATCGAGGACAT -3' 55 62,4 ºC 

55 ºC 137 pb ≅ 137 pb 
R 5'- GTGTCCTGGCCTGTGTCCTC -3' 65 66,6 ºC 

Calpaína 
F 5'- GGCAGCAGTGAACTCCCAGG -3' 65 66,6 ºC 

60 ºC 169 pb Fragmentos 
inespecíficos R 5'- GAGATTTGAAGGCACGGAACATG -3' 47,8 62,8 ºC 

Stat1 
F 5'- CTGTGGTACAACATGCTGGTG -3' 52,4 62,6 ºC 

60 ºC 152 pb ≅ 152 pb 
R 5'- AGCATGTTCAGCTGGTCCA -3' 52,6 60,2 ºC 

BAC 
F 5'- CCGGGACCTGACGGACTA -3' 66,7 64,5 ºC 

65 ºC 94 pb Não 
amplificou R 5'- CCTTGATGTCACGCACGATT -3' 50 60,4 ºC 

 
 

4. CONCLUSÃO 
 

Foi obtido êxito no desenho de primers através de análise in silico e 
amplificação in vitro para genes eqüinos relacionados ao processo de apoptose, 
embora, para alguns genes, será necessária nova seleção de primers. Estes 
oligonucleotídeos amplificados com êxito serão utilizados futuramente na análise 
quantitativa da expressão de genes apoptóticos, por qRT-PCR, na produção in vitro 
de embriões eqüinos. 
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