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1. INTRODUÇÃO 

 
A criopreservação de oócitos é uma das tecnologias com aplicabilidade mais 

pertinente, pois possibilita a difusão de material genético de animais em larga escala 
(SQUIRES et al., 2003; CURCIO, 2005). Além disso, favorece o armazenamento de 
células germinativas por longos períodos com reduzida perda da capacidade de 
desenvolvimento (NICACIO et al., 2006). As principais técnicas utilizadas para 
criopreservação de oócitos são o congelamento tradicional e a vitrificação (MELLO 
et al., 2001). 

A vitrificação é uma técnica simples, prática e econômica para a 
criopreservação de embriões de muitas espécies de animais (MELLO et al., 2001), 
sendo utilizada principalmente para criopreservar oócitos e blastocistos (ORIEF & 
SCHULTZE-MOSGAU, 2005). Consiste na submissão do material a altas 
concentrações de crioprotetores com a finalidade de aumentar a viscosidade dos 
meios intra e extracelulares, possibilitando sua passagem do estado líquido ao 
estado vítrio (gel amorfo) sem a formação de cristais de gelo (GREEN, 2005).  

A apoptose é definida como uma auto-destruição celular controlada por 
efeitos fisiológicos (LI et al., 2008). O processo de apoptose ocorre pela transcrição 
de genes que ativam enzimas específicas responsáveis pelo desencadeamento de 
um processo de autodigestão controlada por proteases endógenas denominadas 
caspases (EMANUELLI, 2005).  

Membros da família de genes Bcl-2, como Bax e Bcl-2, desempenham papéis 
chave na regulação da apoptose (LI et al., 2008). Tem-se observado elevados níveis 
de expressão de Bcl-2 em oócitos considerados morfologicamente saudáveis, e 
maior expressão de Bax em oócitos desnudos, considerados com menor potencial 
de maturação e desenvolvimento embrionário (YANG & RAJAMAHENDRAN, 2002).  

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo selecionar primers 
construídos para genes eqüinos relacionados aos processos de apoptose (Bax, BCl-
2 e p53), testando sua eficiência in vitro em oócitos e células do cumulus equinos, 
para futura utilização no estudo da vitrificação de oócitos equinos. 

 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 



 
Foram utilizados ovários oriundos de abatedouro, localizado na cidade de 

Pelotas/RS. Os ovários foram coletados aleatoriamente na linha de abate, não 
sendo identificadas a idade, a fase do ciclo estral e a condição clínica e nutricional 
das éguas. O tempo decorrente entre o abate e a coleta foi de aproximadamente 30 
minutos, e os ovários foram transportados em recipiente térmico com solução 0,9% 
de NaCl estéril à 32 – 35ºC, até o Laboratório de Embriologia Molecular/UFPel.  

Os complexos cumulus oócito (CCO) foram aspirados dos folículos com 
tamanhos entre 10 a 20mm de diâmetro (LEON et al., 2008). O conteúdo folicular foi 
aspirado com auxilio de seringa de 20ml e agulha 40 x 1.2, e colocado em tubos 
falcon de 50ml para decantação. O depósito celular formado foi colocado em placa 
de petri para procura dos CCOs em lupa estereomicroscópica, e mantidos em fluído 
folicular. Logo após a coleta, os CCOs foram avaliados quanto ao número de 
camadas e grau de compactação das células do cumulus, homogeneidade do 
citoplasma e integridade da zona pelúcida, sendo selecionados os considerados 
morfologicamente saudáveis. As células do cumulus foram retiradas por pipetagem 
em solução de 80 UI de hialuronidase tipo IV (Sigma® - Aldrich, Alemanha). 

Os oócitos e células do cumulus correspondentes foram lavados em solução 
de PBS, transferidos para microtubos de polipropileno contendo água ultrapura e 
livre de RNAse, e imediatamente congelados a -196ºC. 

Após descongelamento, foi realizada a extração de RNA das amostras de 
CCOs para avaliação da expressão dos genes de apoptose p53, Bax e Bcl2, por 
reação em cadeia da polimerase (PCR). A extração do RNA total das amostras foi 
feita segundo protocolo com Reagente TRIzol®  (Invitrogen® - USA) proposto por 
Kang et al. (2009). O RNA extraído foi submetido à reação de transcriptase reversa 
para obtenção de cDNA (ácido desoxirribonucléico complementar) seguindo as 
instrução do manual do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied 
Biosystems, USA). O cDNA sintetizado foi então utilizado como DNA template na 
reação de PCR. 

Os primers específicos para a espécie equina foram construídos através do 
programa Vector NTI advance 11 (Invitrogen, Brasil). Os primers utilizados neste 
experimento encontram-se listados na tabela 1.  

 
Tabela 1:  Sequência dos primers, temperatura de anelamento e tamanho do fragmento a ser 

amplificado. 

Primer Seqüência TM Produto esperado 
Bax equino F 5'-TCTCCCCGAGAGGTCTTTTT-3' 56°C  151 pb 

 R 5’-TCAGCCCATCTTCTTCCAGA-3’   
Bax F 5'-TCTCCCCGAGAGGTCTTTTT-3'  56°C  151 pb 

(Opiela et al., 2008) R 5'-TGATGGTCCTGATCAACTCG-3'   
Bcl-2 equino F 5’-GAGACCCCCAGTGCCATCAA-3’ 56°C  146 pb 

 R  5’-GGGATGTCAGGTCGCTGAAT-3’   
Bcl-2 F 5'-GAAACCCCTAGTGCCATCAA-3' 56°C  146 pb 

(Opiela et al., 2008) R 5'-GGGACGTCAGGTCACTGAAT-3'   
 F 5'-AACAAGATCACCATCACCAACG-3' 50°C  275 pb 

p53 F 5’-AAAGGATGCCCATGCTACAGAGGA-3’ 

57°C 83 pb (Dhali et al., 2009) R 5’-AGTAGACTGGCCCTTCTTGGTCTT-3’ 

  
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 



A amplificação in vitro de genes relacionados ao processo de apoptose em 
oócitos equinos vitrificados mostrou-se eficiente nesse experimento, pelo fato destes 
genes se apresentarem muito conservados em mamíferos. No que diz respeito aos 
primers Bcl-2, Bcl-2 equino e p53, ocorreu amplificação de fragmentos específicos 
de tamanho correspondente ao esperado na reação de PCR, salientando a 
eficiência da construção do primer BCl-2 equino. 

No entanto, para os Bax e Bax eqüino, os fragmentos amplificados pela 
técnica de PCR foram inespecíficos, com tamanhos aproximados de 500 e 400 
pares de base, respectivamente. Esse resultado demonstra que será necessária a 
ocorrência de ajustes na reação de PCR, como a utilização de temperaturas de 
anelamento mais específicas e a utilização de adjuvantes como o dimetilsulfóxido, 
ou até mesmo a seleção e/ou construção de novos primers para amplificação destes 
genes.   

 
4. CONCLUSÃO 

 
Foi obtido êxito na amplificação in vitro de genes eqüinos relacionados ao 

processo de apoptose (p53, Bcl-2 e Bcl-e equino), sendo a construção do primer Bcl-
2 equino eficiente. Os oligonucleotídeos amplificados com êxito serão utilizados 
futuramente em análise quantitativa da expressão de genes apoptóticos na 
vitrificação de oócitos equinos, por meio da técnica de qRT-PCR. 
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