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Sexagem fetal em equinos
Fetal sexing in equines
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Resumo

O crescimento exponencial da equinocultura nacional implica a necessidade da utilizagdo de biotécnicas
da reproducdo, com o objetivo de aumentar a producdo e facilitar o manejo nos criatérios. Uma dessas
ferramentas é a sexagem fetal, que pode ser realizada em diversas fases da gestacdo, por meio da identificagdo
do tubérculo genital ou da gbénada fetal (mais utilizados) e recentemente pelo DNA fetal livre circulante,
constituindo ainda um recurso pouco utilizado na rotina dos haras. Objetivou-se nesta revisdo descrever as
principais técnicas de sexagem fetal em éguas.
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Abstract

The exponential growth of the national equine breeding implies the need to use reproduction bio
techniques in order to increase production and facilitate management on stud farms. One of these is fetal sexing,
which can be performed at different stages of pregnancy by identifying genital tubercle, fetal gonad and more
recently circulating free-cell fetal DNA, which is still scarcely used in routine stud farms. The aim of this review
is to describe the main techniques for fetal sexing in mares.
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Introducao

O complexo do agronegocio dos equideos no Brasil gera cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos ¢
indiretos, movimenta mais de R$7,5 bilhdes anuais na economia ¢ possui uma tropa de aproximadamente 5,6
milhdes de cabegas. Somente em 2011, foi arrecadada uma quantia de aproximadamente R$400 milhdes em
leildes de cavalos contra R$22,5 mil em 1995 (Lima et al., 2012).

A profissionalizacdo e o crescimento da equideocultura criam a necessidade de cada vez mais utilizar as
biotécnicas da reproducdo com o objetivo de aumentar a produgdo e facilitar o manejo. Uma dessas ferramentas
¢ a sexagem fetal, que pode ser realizada em diversas fases da gestag@o e que ainda ¢ um recurso pouco utilizado
na rotina dos haras.

A determinagdo do sexo fetal deve se tornar uma pratica comum na criagdo de equinos. As técnicas sdo
de facil execugdo e auxiliam no manejo, pois podem direcionar determinados cruzamentos com o objetivo de um
determinado sexo da cria; auxiliar na estimativa orgamentaria a ser empregada; auxiliar na tomada de decisdo
quanto a introdug¢do ou ndo de animais em leildes; e influenciar no valor do produto e nos planos de venda
(Bucca, 2005).

O diagnostico ultrassonografico na gestagdo de equinos teve inicio na década de 80. Em 1989 foi
realizada a primeira descrigdo de sexagem fetal por meio da identificagdo do tubérculo genital no tergo inicial da
gestagdo (Curran e Ginther, 1989). Cerca de 11 anos mais tarde, foi relatada a sexagem por meio da identificacdo
das gonadas e genitdlia externa (Renaudin, 2000), realizada quando os fetos atingem o ter¢o médio da gestacao.
O ultimo método e mais recente para a sexagem fetal ¢ pelo DNA fetal circulante, que, até entdo, ¢ realizado no
terco final da gestacdo (Leon et al., 2012).

Objetivou-se nesta revisdo descrever essa biotécnica, assim como abordar a anatomofisiologia da
sexagem fetal em éguas, mediante as técnicas existentes.

Sexagem por meio da identificacio do tubérculo genital

O tubérculo genital é o processo embrionario que dara origem ao pénis nos machos ou ao clitoris nas
fémeas. A morfologia ultrassonografica em machos e fémeas ¢ idéntica, sendo uma estrutura hiperecoica,
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bilobulada, com formato oval e alongado, de aproximadamente dois milimetros de comprimento quando
observado entre 40 e 54 dias de gestacdo, considerando o dia da fecundacdo como dia zero. Durante a
diferenciagdo, o tubérculo se desloca da sua posi¢do inicial, entre os membros posteriores, em dire¢ao ao cordao
umbilical nos machos ou em dirego a base da cauda nas fémeas (Curran e Ginther, 1989; Fig. 1).

Legenda:
BC — Base da cauda

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

MT — Membro Tordcico

Figura 1 — Sexagem pelo tubérculo genital do feto equino. A) Tubérculo genital com 53 dias indiferenciado. B)
Tubérculo genital proximo a base da cauda (Fémea); C) Tubérculo genital proximo ao corddo umbilical
(Macho).

Curran e Ginther (1989) verificaram que a primeira visualizagdo do tubérculo ocorre com
aproximadamente 53 dias. O periodo mais apropriado para a identificag@o do sexo ¢ entre 59 e 68 dias, pois ja
ocorreu a migragdo do tubérculo. Antes dos 53 dias ¢ dificil a identificagdo devido ao posicionamento do
tubérculo e ao tamanho do feto, interferindo no posicionamento do transdutor. Dependendo do plano de
observacdo, ¢ possivel tracar um tridngulo, onde os vértices se encontram no tubérculo genital e nos membros
posteriores, uma vez que a tibia ¢ uma estrutura visivel e de possivel identificacdo (Holder, 2000).

Do dia 69 até aproximadamente o dia 97 da gestacdo, a identificagdo do tubérculo torna-se mais
complicada, pois, com o desenvolvimento da gestagdo, a quantidade do liquido alantoideano aumenta, e o feto
migra para uma posi¢do mais ventral no ttero, dificultando o posicionamento do transdutor (Holder, 2000).

Ha mais erros de diagndsticos em fémeas do que em machos, visto que o tubérculo pode estar encoberto
pela base da cauda do feto, o que torna ainda mais complicada a identificacdo (Mari et al., 2002). Além disso,
esse método de sexagem ndo ¢ tdo simples quanto em bovinos, devido a visualizacdo dificultada pela presenga
de grande quantidade de liquidos placentarios ¢ maior mobilidade fetal decorrentes do corddo umbilical mais
longo que o dos fetos bovinos (Resende et al., 2012).

Com aproximadamente 90 dias, o feto adota uma posi¢do mais dorsal no utero, facilitando seu acesso.
Porém, nessa fase, o tubérculo ¢ menos proeminente, e isso dificulta sua visualizag@o. Ja é possivel notar a
genitalia externa como: pénis, prepticio e gonadas nos machos e glandula mamaria, clitéris e gonadas nas fémeas
(Livini, 2010).

A eficiéncia dessa técnica varia entre 65 e 89% (Curran e Ginther, 1989, 1991; Merkt et al., 1999; Mari
et al., 2002; Taveiros et al., 2008).
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Sexagem por meio da identificacio das gonadas e genitalia

A sexagem fetal por meio das gonadas (ovarios e testiculos) ndo ¢ realizada apenas pela identificagdo
delas, mas em conjunto com a genitalia externa (pénis e clitoris), estruturas que foram originadas a partir do
tubérculo genital (Bucca, 2005).

As gonadas fetais sdo estruturas ovais com dois a sete centimetros de comprimento, dependendo do
periodo da gestacdo, ¢ com ecogenicidade semelhante ao figado fetal. Nos machos, possui uma aparéncia
homogénea, com uma linha fina central e longitudinal ecogénica (representa o mediastino), pouco visivel apos os
125 dias de gestagdo. Quando em identificagdo frontal, as gonadas situam-se nas partes caudal e ventral do
abddmen, entre os membros pélvicos. Nas fémeas, a gonada possui no seu interior a presenga de uma estrutura
ecogénica circular que ¢ circundada por um halo hipoecogénico central (representando a regido cortical e a
medular). Seu tamanho e localizago sdo similares as gonadas do macho (Renaudin et al., 1997; Fig. 2).

Legenda:

A Go — Gonadas

ID — Intestino Delgado
Co — Costelas

C— Coracado

Figura 2 — Sexagem pela gonada fetal do equino. A) Macho (evidenciando o testiculo com o
mediastino); B) Fémea (evidenciando os ovarios — cortical ¢ medular).

Para identifica¢@o da gonada, devem-se identificar outras estruturas, como o coragdo, cabega e pescoco,
caracterizando a parte cranial do feto. O formato de feijdo do estomago fetal, assim como sua ecogenicidade,
caracteriza a por¢do caudal do feto. A determinagdo do sexo ¢ realizada pelo escanecamento total do abdomen
caudal, dos membros pélvicos e das nadegas, permitindo a identificagdo dos 6rgdos sexuais. Uma vez que os
membros pélvicos estdo devidamente identificados, pode-se, em plano frontal, realizar a visualizacdo de toda a
coluna vertebral. Com o transdutor posicionado paralelo a coluna em direcdo ventral, é possivel a observacao das
gonadas na parte caudal do abdomen fetal. Ela € de fécil identificacdo, situa-se proximo a por¢ao caudal dos rins,
que representam um bom parametro topografico para o diagnostico (Bucca, 2005).

O feto pode se apresentar de forma anterior, posterior ou transversa. A postura do feto pode variar de
acordo com sua movimentacdo, por meio da qual varias disposi¢des de membros, pescoco e cabega, flexionados
e/ou estendidos, poderdo ser identificadas. Além destes, outras estruturas ¢ identifica¢des podem interferir na
visualizacdo da area desejada, como estruturas Osseas fetais em movimento, causando sombras acusticas sobre o
abddmen caudal do feto (Bucca, 2005).

Caracteristicas fetais masculinas identificadas incluem: génadas, pénis e prepucio, escroto ¢ uretra. O
pénis ¢ visualizado caudal a base do corddo umbilical, completamente ou parcialmente dentro do prepucio.
Muitas vezes se localiza em repouso sobre ou muito préximo do corddo umbilical onde a pulsacdo forte das
artérias deste pode movimenta-lo (Livini, 2010).

A uretra, estrutura ecogénica como duas linhas paralelas, ¢ de facil identificagdo ao longo do eixo
ventral. Em corte transversal, a imagem da uretra pode ser obtida no perineo masculino. O escroto fetal possui
uma ecogenicidade simétrica e areas ovais menos ecogénicas (Bucca, 2005; Livini, 2010).

Caracteristicas fetais femininas identificadas incluem: gonadas, clitdris e vulva, glandula mamaria e
tetos. A glandula mamaria pode ser visualizada na regido pubiana, com aparéncia triangular ou trapezoide com
ecogenicidade uniforme. Os tetos emergem das bordas ventrais da glandula como dois grandes pontos
hiperecoicos. Diferente dos machos, em que a uretra se mostra em toda a sua extensdo desde o pénis até o anus,
ndo ha nenhuma estrutura de grande interesse no perineo ventral da fémea. O clitéris fetal é hiperecoico e se
estende para fora das nadegas. Posicionado dorsalmente a regido perineal, ndo deve ser confundido com o anus,
localizado proximo a base da cauda. Em corte transversal obliquo, ¢ possivel identificar a comissura vulvar entre
o anus e o clitoris. As gonadas possuem uma parte interna e uma externa, representadas por uma estrutura
ecogénica circular que ¢ circundada por um halo hipoecogénico central, e posteriormente serdo chamadas de
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cortical e medular, bem diferenciadas e com boa identificagdo no exame ultrassonografico (Bucca, 2005; Livini,
2010).

A partir de 100 dias de gestacdo, o aumento do tamanho do feto permite a identificagdo de suas
estruturas. O posicionamento, agora de volta a regido pélvica, facilita a identificagdo das estruturas de interesse.
Os ovarios e os testiculos t€ém um crescimento consideravel entre 90 e 270 dias de gestagdo pela hipertrofia e
hiperplasia de células da camada interna da gonada, inicialmente iguais em machos e fémeas (Naves et al.,
2008).

O periodo de identificagdo do prepucio e do pénis nos machos vai de 100 a 240 dias. Nas fémeas a
identificagdo da glandula mamaria e dos tetos ¢ melhor de 118 a 227 dias de gestacdo. Nas fémeas, antes de 118
dias de gestagdo, os tetos sdo de dificil visualizagdo devido ao pequeno tamanho, quando se visualizam os
membros pélvicos, € & movimentacdo excessiva do feto nesta fase. Apos os 200 dias de gestacdo, ¢ cada vez
mais dificil a identificacdo da genitdlia externa em ambos os sexos, ja que o feto se encontra demasiadamente
grande para a visualizagdo por completo da regido de interesse (Renaudin et al., 1997).

Renaudin et al. (1997) foram os primeiros a relatarem ereg@o fetal em um dos fetos observados, aos 194
dias de gestagdo, o que ¢ considerado um comportamento normal em fetos humanos. Nas fémeas, foi identificada
a glandula mamaria com os dois tetos, sendo uma estrutura hiperecoica com formato triangular como a rafe
perineal, entre 133 ¢ 227 dias de gestagao.

Apds esta data, a identificagdo sexual torna-se muito dificil, pois o feto ja se apresenta em posi¢do
anterior, ficando seus membros pélvicos localizados no abdomen da mée (Renaudin et al., 1997).

A diferenca ultrassonografica entre a gonada masculina e a feminina tem uma melhor janela de
diferenciagdo entre 100 e 130 dias. Nessa época, o feto é facilmente acessado, e seu tamanho e posicionamento
possibilitam um escaneamento completo do corpo. Para a melhor identificagido e confirmagdo do sexo feminino,
¢ necessaria a identificacdo da parte circular interna da gonada antes da visualizagdo da glandula mamaria e dos
tetos, tornando possivel que as fémeas sejam identificadas antes dos 118 dias de gestagdo. A posi¢ao das gonadas
em ambos os sexos ¢ similar em quase toda a gestacdo, sendo diferente apos 270 ou 300 dias nos machos,
quando as gonadas comecam a migrar para o canal inguinal e 14 permanecem até o parto (Renaudin et al., 1997;
Livini, 2010).

A eficacia dessa técnica varia entre 84 e 100% (Renaudin, 2000; Carmo et al., 2008; Taveiros et al.,
2008; Livini, 2010).

Para realizar a avaliacdo ultrassonografica do sexo fetal com boa eficicia, € necessaria a utilizagdo de
um equipamento de ultrassonografia com um transdutor linear retal de 5 ou 7,5 MHz, modo-B ou Doppler, além
de impressora ou cartdo de memoria para armazenar as imagens, € tronco de contengdo com pouca luz.

Quando se utiliza a ultrassonografia Doppler, durante o exame da gonada fetal masculina, ¢ possivel
detectar a vascularizagdo do plexo pampiniforme e da veia testicular. Na gonada feminina, observa-se um anel
vascular que é formado entre a cortical e a medular (Resende et al., 2012).

O tempo necessario para realizar o exame varia de dois a 15 minutos, dependendo basicamente da
experiéncia do examinador, do posicionamento ¢ da movimentacdo do feto, da qualidade do equipamento, da
baixa luminosidade, do posicionamento do ultrassom na altura dos olhos do examinador e do comportamento da
égua: se ela tolera bem o exame, conseguindo a0 maximo nao se movimentar durante o exame.

Fetos muito ativos dificultam o diagndstico para examinadores com pouca experiéncia, com as
estruturas dos membros pélvicos podendo interferir na producdo adequada da imagem. Gravar o exame ¢ uma
otima alternativa para auxilio no diagnostico, por possibilitar um exame mais detalhado (Bucca, 2005).

A sexagem pelo tubérculo genital ¢ mais precoce (59 a 68 dias) do que pela identificagdo das gonadas.
Entretanto, para identifica¢do do tubérculo genital, é necessaria maior experiéncia do profissional, e o periodo de
tempo para a identificacdo ¢ muito curto. Para identificagdo das gonadas, o maior tamanho do feto facilita a
identificacdo das estruturas, o que permite identificar mais de um 6rgao para confirmar o diagndstico (Renaudin
etal., 1997; Livini, 2010).

Sexagem por meio do DNA fetal livre circulante

O mais recente método para a sexagem fetal em equinos € por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para sexagem molecular, que fornece resultados sensiveis, precisos, rapidos e confiaveis (Han et al.,
2010). Isto porque a diferenciacdo sexual é determinada pela presenca ou auséncia do cromossomo Y e pela
expressdo do gene SRY (sex determining region Y). Este fragmento de DNA determina o sexo do animal,
codifica a proteina TDF (fator de determinacéo testicular) que vai agir nos tecidos gonadais, dando origem aos
testiculos. O TDF ¢é uma proteina que age como gatilho na porgdo reguladora para a expressdo deste gene na
gonada indiferenciada para que ndo se diferencie em ovario e passe a ser testiculo. Com a a¢do do TDF, ha a
atrofia dos ductos de Miiller, o desenvolvimento da gonada masculina, a formagdo de tubulos seminiferos, a
formacao das células Leydig e a producao de testosterona (Damiani et al., 2000). As gonadas femininas possuem
seu desenvolvimento com a auséncia desses fatores (Han et al., 2010; Piprek, 2010).

A sexagem com base na PCR foi realizada em embrides equinos (Peippo et al., 1995; Choi et al., 2010),
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com os genes SRY e AMELX-ALMEY (Hasegaw et al., 2009) e ZFX/ZFY (Peippo et al., 1995).

Lo et al. (1997) relataram a presenca de DNA fetal livre circulante (ccffDNA) no plasma de mulheres
gravidas. O diagnostico pré-natal pode ser determinado pelo material genético presente no plasma da mae, sendo
possivel determinar o sexo fetal, que pode ser um método alternativo para tal identificagdo (Akolekar et al.,
2010).

Os equinos tém a placenta do tipo epiteliocorial, com padrido de vilosidades coridnicas difusas
completas, onde ndo ha comunicag@o da circulagdo materna com a circulagdo fetal (Dyce et al., 2002). Sendo
assim, acredita-se que células fetais que sofreram lise celular, resultando em danos fisicos, imunologicos e/ou
apoptose, possam ultrapassar as barreiras placentarias e, entdo, incorporar o plasma da mae (Leon et al., 2012).

Leon et al. (2012) executaram ensaios de PCR para detecgdo e extracdo do ccffDNA no plasma de
éguas prenhes no tergo final de gestacdo, para determinar o sexo fetal por meio da identificacdo do gene SRY,
além de validarem mediante a reamplificacdo do produto de PCR e PCR quantitativo em tempo real (QPCR) e
com um grupo controle.

Para o exame, ¢ necessdria a colheita de sangue com anticoagulante (EDTA), que ¢ centrifugado, ¢ o
plasma obtido € congelado a -80°C. O DNA, entdo, é extraido para a deteccdo e a ampliacdo da sequéncia do
cromossomo Y, que foi desenhado por meio de um sofiware para obter o par de primers pela sequéncia ja
existente de Equus caballus no GenBank (Leon et al., 2012).

Em todas as analises existe um grupo controle, sendo um negativo com DNA feminino e outro positivo
com DNA masculino. As analises sdo reamplificadas visando aumentar a quantidade de fragmentos do DNA
denominada de gPCR (Leon et al., 2012).

Nas analises para identificar a presenga de SRY, a eficiéncia foi de 85%, com sensibilidade de 72,7%.
Na reamplificacdo a eficiéncia foi de 95%, e a sensibilidade de 90,9%. A especificidade foi de 100%,
identificando as fémeas (Leon et al., 2012).

O plasma materno com fetos femininos ¢ marcado pela auséncia do cromossomo Y. Entretanto, no
diagnostico por PCR, pode ocorrer incapacidade de deteccdo do DNA circulante fetal e, consequentemente, falha
na identificacdo do sexo, sendo assim, a fémea pode estar gestando fetos masculinos. Devem ser testadas
alternativas para minimizar as falhas, como maior volume de plasma e testes mais sensiveis. O qPCR tem maior
sensibilidade ao detectar nlimero baixo de copias de DNA, fazendo diferenga nas gestagdes em periodos iniciais
(Leon et al., 2012).

A presente identificacdo do sexo pelo DNA circulante fetal foi realizada em éguas no terco final de
gestagdo. Outros trabalhos estdo sendo realizados para melhorar a sensibilidade dele e determinar o menor
periodo de gestagdo em que ¢ possivel detectar o ccffDNA em concentragdes satisfatorias para identificagdo
molecular do sexo em fetos equinos.

Conclusoes

O conhecimento da sexagem fetal em equinos é de extrema importancia, pois, de acordo com a raga e o
sexo do futuro potro, auxiliard no manejo e na tomada de decisdo relacionada a questdes comerciais. Embora
alguns anos tenham se passado desde a descoberta das técnicas de sexagem por meio da ultrassonografia, o tema
¢ relevante, visto que ainda é pouco utilizado na rotina do médico veterinario de equinos, por falta de dominio da
técnica ou por desconhecimento do tema por parte dos profissionais que trabalham na area.

As técnicas de sexagem pelo tubérculo genital, assim como pelas gonadas e genitalias externas,
dependem do conhecimento anatdomico e da identificagao das estruturas pelo examinador, do posicionamento do
feto, do equipamento de qualidade, do periodo ideal para a identificagdo de cada estrutura, dentre outros. J4 a
determinagdo do sexo pelo DNA fetal livre circulante mostra que ¢ possivel a identificacdo por técnica de
biologia molecular, porém esta ainda deve ser aprimorada para realizar a identificagdo no tergo inicial ou médio
da gestagdo.
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