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Biotecnologia aplicada a reproducéo equina: sexagem fetal

Guilherme Guerra Alves?, Aline Veloso e Barros de Abreu!, Gustavo Vinicius Ferreira

de Campos?

RESUMO

A sexagem fetal equina € o exame que se utiliza para a deteccao do sexo fetal antes mesmo do
seu nascimento, podendo ser realizada por diversas maneiras, de acordo com cada periodo
gestacional da égua, respeitando as condic@es de conforto e risco da gestacao.

O meio de eleicdo para a realizacéo deste exame € através da ultrassonografia, sendo ela
transretal ou transabdominal, sendo considerada segura e ndo invasiva. O examinador fica
responsavel por encontrar e diferenciar as estruturas anatémicas fetais. A via retal é a mais
comum sendo a transabdominal eleita em casos de gestacdo avancada. E possivel usar como
complemento, o Doppler, onde conseguimos visualizar as camadas de vascularizacdo da
cortical e medular nos ovarios nos casos de fetos do sexo feminino.

Sdo trés métodos principais: por meio da identificacdo do tubérculo genital, no periodo de 55
a 70 dias de gestacao, identificacdo das gbnadas fetais e genitalias externas, no periodo de 90
e 220 dias de gestacdo, e pelo DNA fetal livre circulante, que pode ser realizado em qualquer
periodo gestacional. O objetivo deste trabalho é trazer informagdes sobre como identificar o
sexo fetal em equinos, quais técnicas e como evitar erros de forma a dar um diagnéstico mais

correto possivel.

Palavras-chave: dna fetal, equideocultura, gestacdo, gonadas, tubérculo, cromossomo Y

1 Centro Universitario UNA Bom Despacho. Rodovia BR-262, Km 480, s/n — Zona Rural, Bom Despacho — MG
— Brazil, 35600-000.
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INTRODUCAO

Com o crescimento exponencial da quantidade de equinos no Brasil nos ultimos anos,
foi necessario um aumento da qualidade da tropa nas propriedades pelos criadores e fez com
que houvesse um investimento maior na qualidade destes animais. A busca no aprimoramento
da reproducdo e pelo diagndstico de gestacao, veio através da ultrassonografia, tendo inicio

nos anos 80, de forma a aumentar sua producao e facilitar o manejo (YAMIN, 2013).

Figura 1: Quantidade de equinos no Brasil.

A sexagem fetal equina permite uma melhor programacdo de estratégias comercias
pelos proprietarios, de forma a tomar decisdes de venda e valor da égua prenha e quanto ao
garanhdo, onde este pode ter uma maior proporcdo de fémeas de melhor qualidade versus
machos, por exemplo (BUCCA, 2005). Sua utilizagdo na rotina se encontra em crescimento,
ndo sendo utilizada atualmente com tanta frequéncia.

O lucro da propriedade pode estar diretamente ligado a técnica de sexagem, visto que
identificando o sexo do animal antes mesmo do nascimento, auxilia na entrada dos animais

em leildes, principalmente na estimativa de valor dos animais leiloados. Além disso, €
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possivel calcular os gastos utilizados para a criacdo, dentre outros detalhes da vida deste
equino (YAMIN, 2013).

Tem como meio de eleicdo a ultrassonografia para a realizacdo do exame, sendo
considerado um procedimento seguro e ndo invasivo. Sdo trés as técnicas principais:
identificacdo do tubérculo genital, identificacdo das gbnadas fetais e pelo DNA fetal livre
circulante (RESENDE, 2014).

Vale ressaltar que mesmo sendo um exame de fins lucrativos e comerciais, a inducao
do aborto é impraticavel, devido ao procedimento ser feito apds a formacdo dos calices
endometriais (MCGLADDERY, 2011 apud BUSATO, 2018).

A sexagem fetal esta crescendo cada vez mais no pais, devido ao aumento no nimero
de equinos a cada ano. Com isso, 0 objetivo dessa revisdo de literatura € mostrar as possiveis
técnicas de realizar esse exame, de forma segura tanto para o examinador quanto para o

animal, trazendo bem-estar e também de forma a evitar possiveis erros no diagndstico.

DESENVOLVIMENTO
Sexagem fetal através da identificacdo dos tubérculos genitais

A sexagem fetal foi relatada no inicio em bovinos atraves da identificacdo do
tubérculo fetal no ano de 1989 por Curran et al. O pénis nos machos ou clitoris nas fémeas
sdo desenvolvidos a partir deste tubérculo, ocorrendo durante o processo embrionario, sendo
morfologicamente idénticos vistos através da ultrassonografia. E vista uma estrutura
hiperecoica, bilobulada, com formato oval e alongado de aproximadamente 2cm de diametro.
Essa identificacéo € feita entre os dias 40 e 54 de gestagéo, contado o dia da fecundagdo como
dia zero. A localizacédo € o que ajuda a diferenciar o sexo, sendo mais proximo dos membros
posteriores em direcdo ao corddo umbilical nos machos e em dire¢do a base da cauda nas

fémeas (OLIVEIRA et al, 2014). Por volta dos 53 dias € possivel ja fazer a identificacdo do
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tubérculo de forma mais precisa, sendo o melhor periodo para sua observacdo entr os dias 59
e 68, pois € 0 momento em que sua localizacdo ja se encontra melhor estabelecida. Porém,
dos dias 69 ao 97, devido a posicao fetal e ao aumento de liquido intrauterino, a observacao
do tubérculo fica dificultada (BUSATO, 2018). Em fémeas, é mais comum erros no
diagnostico pois o tubérculo pode se encontrar escondido na base da cauda, dificultando sua

visualizacdo (YAMIN, 2013).

Legenda:
BC — Base da cauda

MP — Membros pélvicos
TG —Tubérculo Genital
CU — Corddo umbilical
Co —Costelas

MT — Membro Toracico

Figura 2: Feto com o tubérculo indiferenciado.

Figura 3: Feto do sexo masculino, identificando o tubérculo préximo ao corddo umbilical.

BC MP CU Co MT

Figura 4: Feto do sexo feminino, identificando o tubérculo proximo a base da cauda



78 O tuberculo pode ser confundido com outras estruturas, por isso € importante seguir
79  pontos de orientacdo como o coragdo, estdbmago, o corddo umbilical, os membros pélvicos e
80 cauda. No coracdo e no corddao umbilical, € possivel visualizar os batimentos cardiacos

81  (BUSATO, 2018).

82

83  Figura 5: Imagem ultrassonografica de uma fémea. UC — corddo umbilical, TI — tibia, GT —

84  tubérculo genital, TA — cauda.

85

86  Figura 6: Imagem ultrassonogréafica de um macho. TA — cauda, FE — fémur, GT — tubérculo.
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A ma colocacao do transdutor, faz com que o examinador possa confundir 0s 0ssos da
pelve com o tubérculo genital. Eguas pouco tolerantes e fetos que se movimentam com
frequéncia também podem atrapalhar o diagnostico (TURNER, 2013). A sedacdo pode ser
realizada, mas nao € indicada devido ao relaxamento uterino e faz com que o acesso ao feto
seja dificultado. Casos de éguas muito tensas, a escopolamina é 0 medicamento de escolha de
forma a induzir um relaxamento fetal (BUSATO, 2018). A experiéncia do examinador se
torna extremamente necessaria, para que ndo haja erros. A precisdo desta técnica pode varias
de 65 a 97%, de modo que o percentual de exames varie de 80 a 90% nos casos em que 0
diagnostico é permitido (BUSATO, 2018).

A partir dos 90 dias de gestacao, o feto adota uma posi¢do mais dorsal dentro do utero
e o tubérculo menos proeminente, atrapalhando a identificacdo. Deste periodo em diante €
possivel notar a genitalia externa como pénis, prepucio, gbnadas, e glande nos machos. Nas
fémeas, identificamos a glandula mamaria, clitoris e gbnadas. Para uma maior precisdo de
identificacdo destas estruturas a partir desta idade gestacional, outra técnica foi desenvolvida

para um melhor resultado (BUSATO, 2018; YAMIN, 2013).

Sexagem fetal através da identificacdo das gonadas fetais

Quando se realiza a sexagem fetal através das gonadas, € necessario observar outras
estruturas em conjunto. A identificacdo das genitélias externas como pénis e clitoris, que sdo
originados a partir do tubérculo genital é o que se observa neste exame. O periodo de escolha
é entre os 90 e 220 dias, tendo maior exatiddo entre 100 e 150 dias devido ao grande volume
de liquido uterino na janela de 90 dias. Pode ser feito de modo transabdominal ou transretal.
O posicionamento anterior que o feto toma a partir do sétimo més de gestacéo, faz com que o
diagnostico fique inviavel atraves da ultrassonografia transretal (BUCCA, 2005).

Anatomicamente, as goOnadas fetais sdo estruturas ovaladas medindo de dois a sete
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centimetros de comprimento, que varia de acordo com o periodo gestacional. Possui
ecogenicidade semelhante ao figado fetal (BUSATO, 2018). Nos machos, toma uma
ecogenicidade uniforme, com uma linha fina central e longitudinal hiperecoica e ecogénica
(mediastino). Nas fémeas, possui o formato de um circulo hiperecoico na parte central (regido
cortical e medular), separado por um tecido homogéneo e consistente, até o periodo de 133
dias aproximadamente. O tamanho e a posi¢cdo destas gonadas, sdo semelhantes nos dois

sexos (YAMIN, 2013).

Figura 7: Imagem representativa das gonadas fetais de uma fémea. C — coragdo, CO — cordéo

umbilical, ID — intestino delgado, GO — gbnadas fetais.

Figura 8: Imagem representativa de uma gonada masculina. C — coragdo, CO — cordéao
umbilical, ID — intestino delgado, GO — gbnadas fetais.

Nos machos séo identificados o pénis, prepucio, escroto, testiculos e uretra. O cordao
umbilical se encontra cranial ao pénis, que pode se movimentar de acordo com a pulsacéo das

artérias do cordao.
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129  Figura 9: Imagem ultrassonogréfica de um feto do sexo masculino, identificando as gbnadas

130  fetais. AB —abddmen, GO — gbnadas fetais, TA — cauda.
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Figura 10: Imagem ultrassonografica representando um feto do sexo masculino,
identificando pénis (PE), uretra (UR), eixo do pénis (SP) e membros inferiores (HI).

Nas fémeas, é possivel a identificacdo além das gbnadas, o clitorias, glandulas
mamarias, vulva e tetos. As glandulas mamarias podem ser identificadas como uma estrutura

de formato triangular com os tetos emergindo como dois pontos hiperecoicos. As glandulas

possuem ecogenicidade uniforme.

Figura 11: Imagem ultrassonogréafica de uma fémea, sendo possivel identificar as glandulas
mamarias e tetos. MG — glandulas mamarias, UC — corddo umbilical, HI — membros

inferiores, TEATS — tetos.
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143 Figura 12: Imagem ultrassonogréfica de uma fémea, identificando as gbnadas fetais. GO —

144  gOnadas fetais, sendo visualizado a parte cortical e medular
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Figura 13: Imagem ultrassonogréfica de uma fémea, identificando as gonadas fetais.

Sexagem fetal através da realizacdo do DNA circulante

Tendo como o mais recente método para a sexagem fetal equina, temos a sexagem
através do DNA fetal livre que € feito através da reacdo em cadeia da polimerase ou PCR. O
resultado consiste na presenca ou auséncia do cromossomo Y e expressdo do gene SRY.
Gonadas masculinas irdo desenvolver a partir da expressao deste gene, e as gonadas femininas
irdo se desenvolver mesmo com a auséncia deste gene (LEON, 2012).

Esta presente no gene SRY o cromossomo Y, fragmento responsavel por determinar o
sexo do animal através da codificacdo do gene TDF que age nos tecidos gonadais, dando
origem aos testiculos. O fator de determinacdo testicular (TDF) age como um ativador,

atingindo a porcao reguladora do gene, onde uma gonada que se encontra indiferenciada, se

11
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diferencie, deixando de ser ovario e passando a ser testiculo. Juntamente a isso, ha formacéo
de tabulos seminiferos, formacdo das células de Leydig e producdo de testosterona (LEON,
2012).

Os equinos possuem a placenta do tipo epiteliocorial, ou seja, onde ndo héa
comunicacdo entre a circulacdo fetal e materna. Desta maneira, ha teorias em que é possivel
encontrar essas células com a presenca do cromossomo Y devido a lise celular, fazendo com
que elas ultrapassassem a barreira transplacentaria (LEON, 2012).

O exame é feito através da coleta de sangue em tubos com anticoagulante que irdo
para uma centrifuga e serdo centrifugados duas vezes. O plasma coletado deve ser
armazenado em temperatura de -80°C por até 48h e entdo ¢ feita a identificacdo do DNA na
busca pela auséncia ou presenca do cromossomo Y. Em um trabalho realizado por LEON et
al., em éguas no terco final de gestacdo, a eficiéncia foi de 85% e sensibilidade de 72,7%. Ao
identificar as fémeas, houve especificidade de 100%. Foi feito uma re-amplificacdo nas
analises de forma a melhorar e aumentar o nimero de fragmentos deste DNA levando a uma

eficiéncia de 95% e sensibilidade de 90,9%.

O exame ultrassonografico: passo a passo

Para a realizacdo do exame, é necessario a utilizacdo de um aparelho ultrassom que
consiste em um transdutor conectado a um cabo que vai até um monitor de exibigdo com um
painel de controle. Através do recebimento e da emissdo de ondas sonoras de alta frequéncia,
o transdutor produz imagens de tecidos moles e 6rgéos, que sdo vistos no monitor (BRINSKO
et.al, 2011). Na reproducdo equina, os transdutores lineares séo essenciais e atendem a
maioria das necessidades encontradas e s@o utilizados quando feitos exames transretais. Em
casos de avaliacdo transabdominal, os transdutores setoriais sdo mais indicados, também

usados em prenhez avancgada, porém ddo uma resolucdo de imagem pouco eficiente. A troca

12



183  de transdutores € necessaria de acordo com o tipo de exame a ser realizado. Transdutores
184  curvilineos sdo utilizados para uma melhor visualizacdo da viabilidade fetal através da
185 ultrassonografia abdominal. E possivel avaliar o batimento cardiaco, atividade fetal, qualidade
186 e quantidade do liquido amnidtico e alantoideano, espessura Utero-placentaria (RENAUDIN,
187  2000).

188 Neste exame, as frequéncias utilizadas no aparelho sdo menores, de 2,5 a 3,5 MHz.
189  Pode ser feito a partir dos 60 dias de gestacdo, onde é possivel visualizar o feto e a placenta.
190  Para facilitar o contato com a pele e melhor visualizacdo das estruturas, sdo utilizados gel ou
191  alcool. A probe é colocada incialmente entre o esterno e o Ubere da égua, sendo realizados
192  movimentos de vai e vem até localizar o feto. O corno néo gravidico é usado como referéncia
193  de localizacdo uterina, devido a presenca de liquido. Cranio, membro e costelas sdo estruturas

194  também observadas (RENAUDIN, 2000).

195

196  Figura 14: Transdutor curvilineo para realizacdo de exame via transabdominal.

13
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Figura 15: Avaliacdo transabdominal em égua gestante.

Para a palpacdo transretal, os transdutores lineares sdo os de escolha. Ao realizar o
exame pela via transretal sdo necessarios alguns cuidados, sendo a contencdo da égua muito
importante, de forma a assegurar tanto o examinador quanto o animal e também o
equipamento (RENAUDIN, 2000).

1- O examinador coloca uma luva especifica de palpacdo e faz a lubrificacdo com -
detergente ou um lubrificante de escolha. E feito o esvaziamento do reto do animal.

2- Introduz a méo no reto com cuidado, avaliando todas as estruturas através da palpacéao
antes de utilizar o transdutor.

3- A probe/ transdutor € introduzida de modo que as mados do operador protejam o
equipamento, evitando causar danos na mucosa. A lubrificacdo do aparelho se torna
necessaria.

4- Caso o animal apresente resisténcia, ndo é recomendado forcar, é sim esperar até que o
animal esteja calmo o suficiente para a realizacdo do exame. E importante ter

paciéncia para um exame de exceléncia.

14



213 5- Ao introduzir a probe, esta € movida até o colo/ corpo do utero e em seguida para 0s

214 cornos até a visualizacdo dos ovarios. Nas éguas prenhes, é necessario a visualizagdo
215 de um corpo luteo presente, responsavel por manter a gestacao.

216 Em seguida, o examinador busca todas as estruturas responsaveis por identificar o
217 sexo fetal.

218
219  Figura 16: Transdutor linear para exame transretal

220

221

222 Figura 17: Demonstracdo da palpacdo transretal.

15



223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

Figura 18: Palpacdo transretal.

CONCLUSAO

Devido ao aumento do numero da producdo de cavalos pelos criadores, a busca pelo
aprimoramento e melhor aproveitamento genético, faz com que os proprietarios busquem
mais pela tecnologia da sexagem fetal. Tal método, tem como objetivo facilitar a
movimentacdo do mercado equino, trazendo mais lucros para as propriedades, visto que €
possivel planejar venda de animais selecionados, e uma maior organizagdo do plantel nessas
propriedades.

Conclui-se que a técnica mais utilizada atualmente, é a sexagem fetal através da
identificacdo das gbnadas fetais, visto que o custo é menor e também a precisdo e

assertividade seja maior, desde que feito corretamente e por um profissional qualificado.

DECLARACAO DE CONFLITOS DE INTERESSE

Os autores declaram que ndo ha conflitos a declarar.
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