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RESUMO

A equinocultura nacional esta em constante crescimento, assim como a
comercializacdo de embrides, surgindo a necessidade de comprovacado do
sexo destes. As técnicas em uso sdo realizadas através da ultrassonografia
analisando o posicionamento do tubérculo genital (Curran; Ginther, 1989) ou
visualizacdo da gbnada e da genitalia externa do feto (Holder, 2000). No
entanto, existem limitacdes que sdo: posicionamento ideal do feto e acuracia
da técnica. A fim de aprimorar a sexagem de embrides equinos, surge uma
nova possibilidade, através da técnica de puncdo, por via transvaginal, de
amostras de material genético, embrionario e fetal, destinados a sexagem
molecular. Foram realizadas 64 punc¢bes, sendo coletadas 29 amostras de
liquido vitelinico e/ou alantéide e ocorreram 5 abortos. Destas amostras 4
foram processadas: extraiu-se o DNA, apoOs realizou-se a amplificacédo
simultdnea do gene SRY e dos genes da amelogenina x e y pelo método da
QF-PCR e em seguida eletroforese capilar dos produtos da amplificacao,
verificando-se a presenca de dois machos (dias 21e 30) e duas fémeas (3
meses e 6 meses). Destarte, é possivel realizar a puncdo de conceptos
equinos, porém sao necessarios mais estudos e o aprimoramento da técnica

de puncéao via fundo de saco vaginal.

Palavras-chave: concepto, equino, puncéo, sexagem molecular.



ABSTRACT

The national equine breeding is growing up as the embryo commercialization.
That’'s why the sex determination of these embryos is required. The ultrasound
techniques are used: genital tubercle positioning (Curran, Ginther, 1989) and
viewing the gonads and external genitalia of the fetus (Holder, 2000). However,
there are limitations in these techniques, as the position of fetus and experience
of visual acuracia. By the way, there is a new possibility, genetical sex
determination using conceptus DNA samples obtained from ultrasound guide
transvaginal punction. Was 64 punctions, enabling 29 vitelline and allantoic
samples, causing 5 conceptuses loss. 4 samples were processed: DNA
extraction, SRY and amelogenin genes simultaneous QF-PCR amplification,
next capillary electrophoresis. Was observed 2 males ( 21 and 30 Day) and 2
females ( 3 and 6 months). Thus, we conclude that the technique is possible to
be realized and that are necessary more studies about the ultrasound guide

transvaginal punction technique.

Keywords: conceptus, equine, punction, molecular sexing.
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1- Introducéao

A equinocultura nacional estd em constante crescimento, e ocupa uma
posicdo de destaque no agronegocio brasileiro (Carmo et al.,, 2007). A
comercializacdo de embrides é responsavel pela movimentacdo de maiores
cifras em leildes. O fato de os embries possuirem a comprovacdo do sexo
agrega maior valor a comercializacdo destes, além de facilitar e dar mais

garantias as transacdes comerciais.

A determinacgéo do sexo do embrido é de grande importancia e vem sendo
aprimorada ao longo dos tempos, principalmente em bovinos, devido a sua
maior adequacdo as técnicas e metodologias existentes. No entanto, em
equinos, as técnicas ndo sao tao precisas, além de s6 poderem ser realizadas
em curtos periodos durante a gestacdo. Em humanos, assim como em bovinos
(Kamimura, S. et al., 1996), a amniocentese € realizada com sucesso, visto que
as amostras obtidas possibilitam a realizacdo da genotipagem e sexagem dos

fetos com precisao (Nazareth et al., 1981).

Para que seja realizada a sexagem e genotipagem de embrides equinos,
in vivo, de maneira segura, baseadas nas técnicas existentes em humanos e
bovinos, faz-se necessario o desenvolvimento de uma técnica de obtencédo de

amostras de DNA gendmico que seja segura para mae e o concepto.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica de pungéo, por via
transvaginal, de liquido vitelinico (ocorre até o dia 30 da fase embrionaria) e/ou
liguido alantoide de embrides e fetos, para obtencdo de amostras de material

genético destinado a sexagem molecular e determinagdo do periodo mais

indicado a realizacdo da puncao, tornando-a uma técnica segura e eficiente.



2-Revisao de literatura

2.1- Equinocultura

O cenario atual da equinocultura nacional demonstra um crescimento no
segmento empresarial e cultural da industria do cavalo e significativos avancos
no setor de biotecnologias, 0 que incentiva os investidores e criadores a
procurar novas ferramentas que otimizem sua producéo e negocios (Carmo et
al., 2007).

A predeterminacédo do sexo de animais de criacao tem varias aplicacdes

e interesses comerciais (Peippo et al., 1995).
2.2- Embriologia equina

O reconhecimento materno da gestacdo nos equinos se da de maneira
exclusiva (Allen, 2000). Nesse processo incomum ocorre uma mobilidade do
concepto no utero, do dia O ( dia da ovulacédo) até o dia 16 ou 17 apos a
ovulacdo, quando ocorre um rapido aumento no didmetro do embrido e um
subito espasmo que aumenta o ténus miometrial e fixa o concepto no eventual
local de implantacéo, levando a uma supressao na liberacéo ciclica de PGF2
pelo endométrio, permitindo a luteostase necessaria para a producdo de
progesterona e manutencao da gestacao (Ginther, 1983; Sharp, 2000; Stout e
Allen, 2001).

A placenta da égua € classificada como epiteliocorial, difusa,
microcotiledonaria e adeciduada (Abd-Elnaeim et al., 2006). Na égua, a
aderéncia placentaria ocorre somente por volta dos dias 24 a 40 (Hafez e
Hafez, 2004). Este tipo de placentacdo é ndo invasivo e produz uma minima
resposta celular materna (Ginther, 1992; Gerstenberg et al., 1999). A placenta
equina € classificada como epiteliocorial, uma vez que o epitélio uterino esta

em contato com a camada do corion, apresentando, portanto, seis camadas de
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tecido entre os capilares materno e fetal (endotélio, tecido conjuntivo e epitélio),
por isso, nesta espécie nao ocorre a passagem de imunoglobulinas da mae
para o feto, sendo a administracdo do colostro muito importante para a
imunidade do potro. A classificacdo difusa se deve ao fato de que a vilosidade
do corion estd distribuida uniformemente sobre toda a superficie de tecido
materno, formando pequenos agrupamentos dos vilos aparentando
microcotilédones (Allen et al.,2002a). A caracteristica adeciduada da placenta
se deve ao fato de ndo ocorrer perda de tecido materno durante o parto
(Ginther, 1992; Gerstenberg et al.,1999).

O saco alantoide preenchido com fluido € frequentemente bem definido
na imagem ultrassonografica como uma area nao ecogénica (preta) em torno do
embrido, que fica localizado no polo ventral e pode ser visualizado a partir do dia
21. O saco vitelino e 0 saco alantdideo sédo separados por uma linha ecogénica
(branca) que representa as paredes sobrepostas dos dois sacos placentarios. O
embrido tem a forma de um nddulo ecogénico (branco) na linha de separacgéao.
Os batimentos cardiacos (aproximadamente 150 batimentos por minuto) podem
ser detectados com um transdutor de 5,0 MHz a partir de 24 dias de idade
(Ginther, 1986).

O tamanho do saco alantoide aumenta e o saco vitelino diminui,
ocorrendo deslocamento continuo do embrido, que se distancia da parte ventral
da vesicula (Ginther, 1986).

O saco alantoide aumenta e o saco vitelino diminui. Pode-se observar
gque o embrido e a linha ecogénica, separando os dois sacos, deslocam-se

dorsalmente na vesicula embrionaria (Ginther, 1986).

®

36 42 48

Figura 1: Diagrama da ascensdo do embrido e a descida do feto no interior da vesicula. E:

embrido, F: feto, UC: corddo umbilical, espaco em cinza: saco vitelino, espaco em branco: saco

alantoide (Ginther, 1986).
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De 35 a 40 dias comeca a ser produzido o eCG (equine chorionic
gonadotropin ou PMSG) pelos célices endometriais (Lunn et al.,1997; Allen et
al., 2002b).. A fixacao ocorre no dia 37 O pico de secrecdo de eCG ocorre ao
redor dos 55 a 70 dias de gestacdo e corresponde ao periodo de tamanho

méaximo dos célices endometriais (Allen, 2000).

Na égua, em associacdo com gonadotrofinas da hipofise, a eCG
estimula a formacao de corpos lluteos acessoérios através da luteinizacdo dos
foliculos das ondas foliculares, com ou sem ovulagdo (Ginther, 1992; Lunn et
al., 1997; Wooding et al., 2001; Allen, 2001; de Mestre et al., 2008). Dessa
forma, aos 40 dias de gestacdo a concentracdo de progesterona sérica dobra
seu valor (Lunn et al., 1997).

Os corpos luteos acessOrios aumentam em numero e persistem até a
metade da gestacdo, quando a placenta ja estda madura o suficiente para
assumir inteiramente o suprimento de progesterona para a manutencdo da
gestacdo, sem qualquer ajuda dos ovarios (Allen, 2000; Allen, 2001; Hafez e
Hafez, 2004).

No dia 40 (final do estagio de embrido) o embrido e seu amnio ja foram
movidos para o polo oposto e o0 saco vitelinico desaparece, surgindo o cordao
umbilical (de Mestre et al., 2008). Por conveniéncia o 40° dia € designado como
o término do estagio de embrido, portanto, essa estrutura passa a ser designada
como feto. O cordao umbilical alonga-se apods o 40° dia, direcionando o feto para
o polo ventral do saco alantdideo, atingindo-o ao redor do 48° dia (Ginther,
1986).

2.3- Perda de prenhez

Em estudos realizados, foi observada uma maior porcentagem de perda
de prenhez em éguas, das racas Puro Sangue Inglés e Standarbreed, entre o0s
dias 14 a 28 (23 de 42 perdas) do que entre os dias 28 e 42 (9 de 42) ou 42 a 56
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(10 de 42). Estudos ultrassonograficos fornecem subsidios para a hipotese
formulada de que a maior incidéncia de perda embrionaria ocorre antes do dia
20 ou 25 do que apos estes dias. Essas consideracfes enfatizam a utilidade da
ultrassonografia na deteccdo precoce de perda embrionaria, tanto em nivel
clinico como em nivel de pesquisa. Num outro estudo achou-se uma alta
porcentagem de perda entre os dias 15 e 20 (26% de 61 perdas durante o
periodo de 15 a 50 dias de gestacdo), uma taxa similar foi encontrada entre os
dias 30 e 35, porém isso ndo tem sido confirmado em outros estudos. Ja esta
estabelecido que a taxa de perda embrionaria excede a taxa de perda fetal em
éguas com gestacao simples. Tal fato determina 0 manejo pratico existente nos
haras, no qual se consideram éguas com prenhez positiva aquelas que

apresentam mais de 42 dias de gestacao (Ginther, 1986).

Entre os parametros de estado reprodutivo: égua virgem, recém parida,
vazia, com vulvoplastia e o fator idade, o Unico que teve relagdo com a perda de
prenhez foi a idade das éguas. Eguas de 3 a 6 anos (15,1%) comparando-se
com éguas de 7 a 9 anos (19,3%), 10 a 12 anos (21,5%) ou mais velhas (22,2%)
(Ginther, 1986).

Outra consideracdo associada com perda de prenhez € a histéria de
perdas prévias. Em um estudo verificou-se que a taxa de perda em éguas com
prenhezes restabelecidas foi de 40% (8 de 20). Esse achado indica a presenca
de problemas crénicos em pelo menos algumas éguas desse grupo (Ginther,
1986).

2.4- Métodos de sexagem

A sexagem se baseia, fundamentalmente, na utilizagéo do ultrassom ou
da PCR (polymerase chain reaction) tanto em equinos quanto em bovinos e
outras espécies. Assim como, também, ha métodos de sexagem baseados em
anticorpos especificos para o antigeno H-Y, um antigeno de transplantagéo
especifico do sexo masculino e bem representado na superficie dos

espermatozoides (Wachtel, 1983).

Em humanos é possivel realizar a sexagem fetal a partir de amostras de
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sangue venoso materno, mas o mesmo nao € possivel em equinos devido a
morfologia da placenta equina, que ndo permite a passagem de material
genético fetal para a corrente sanguinea da égua gestante (Machado, L.V,
2007).

2.4.1- Ultrassonografia

A primeira técnica a ser descrita foi através da andalise do
posicionamento do tubérculo genital via ultrassonografia (Curran; Ginther,
1989). O tubérculo genital € a estrutura que dara origem ao pénis e ao prepucio
nos machos e a vulva e ao clitéris nas fémeas, apresentando-se a
ultrassonografia como uma estrutura bilobulada, com cada Iébulo alongado e
ovoide, de poucos centimetros de tamanho e ecogenicidade intensa. No
entanto, o tubérculo genital pode ser confundido com a cauda e a coluna
vertebral, que sdo semelhantes em ecogenicidade e bilobuladas. O periodo
o0timo para a sexagem fetal nas éguas € entre 59 e 68 dias de gestacdo. A
partir do 69° dia de gestacdo, a acuracia cai drasticamente devido aos
problemas na obtencdo de uma adequada visualizagdo da ultrassonografia
(Wolf; Gabaldi, 2002).

I -
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Figura 2: A esquerda, ultrassonografia de um feto equino fémea, e a direita, macho. T: cauda,

GT: tubérculo genital e HL: membros posteriores (Carmo et al., 2007)

Outra técnica realizada € a de sexagem fetal em éguas entre 90 e 150
dias de gestacéo, utilizando ultrassom, que tem por finalidade a visualizagéo da

gbnada e da genitalia externa do feto. No macho pode-se observar o testiculo,
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0 pénis e o prepucio; ja na fémea: o ovario, tetos e clitéris (Carmo et al., 2007).
Ha uma maior dificuldade de distinguir a genitalia externa antes de 110 dias de
gestacdo por esta ainda ndo estar muito bem desenvolvida (Holder, 2000) e
apos os 150 dias de gestacdo o feto comeca a assumir uma apresentacao
anterior; isso significa que a cabeca sera facilmente acessivel, mas a pelve
estara fora de alcance, o que dificulta a visualizacdo das génadas e prepucio
(Samper et al., 2007). A realizacdo do exame para a determinagéo da sexagem
por ultrassonografia entre 90 e 150 dias de gestacdo foi possivel em,
aproximadamente, 85% (Holder, 2000) a 90% (Samper et al., 2007). Carmo et
al., (2007), na primeira avaliacdo, conseguiram observar a gbnada fetal em

92% dos casos e, dentre essa porcentagem, tiveram 90 % de acerto.

Determinar a localizacdo do tubérculo genital em relacdo ao cordao
umbilical e/ou da cauda por ultrassonografia tem sido utilizado para a sexagem
fetal em vacas. A ultrassonografia do tubérculo genital e corddo umbilical, ou
do tubérculo genital com a cauda, em fetos do sexo feminino, pode exigir
consideravel manipulacédo uterina e habilidade por parte do veterinario. Além

disso, o periodo 6timo € limitado, geralmente dias 55 a 80 da prenhez.

Contudo, a responsabilidade do diagnéstico preciso requer
conhecimento, treinamento e seguranca por parte do médico veterinario,
valendo frisar que o uso de equipamento com boa resolucdo de imagem é

fundamental para o uso da técnica (Carmo et al., 2007).

2.4.2- Sexagem molecular por PCR

A determinacdo do sexo pré-natal por PCR é uma alternativa precisa,
sendo emitida através de um laudo laboratorial com 99,91% de certeza
(Bydlowski; Leyton, 1998).

Em sexagem molecular de individuos fenotipicamente definidos,
trabalhos mostram a andlise de DNA por meio da identificacdo de duas regifes
gendmicas, uma encontrada apenas no cromossomo Y e outra localizada em
ambos 0s cromossomos sexuais, X e Y; esta segunda regido € utilizada como

controle positivo da reacéo, ja a regido do cromossomo Y é detectada apenas
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quando o individuo € do sexo masculino. O diagndstico do sexo feminino é feito
por exclusdo, sendo possivel a realizacdo dessa técnica por meio da PCR, na

qual ha a multiplicacdo do fragmento de DNA alvo. (Machado, L.V; 2007).

A determinacédo réapida do sexo genético em mamiferos consiste na
amplificacdo simultanea do gene SRY e do gene da amelogenina (AMEL),
localizados em ambos os cromossomos sexuais X e Y. O gene SRY age como

um indutor na determinagdo sexual masculina (Damiani et al., 2000) .

Utilizando a técnica da PCR seguida da analise dos produtos de
amplificac@o por eletroforese em géis de agarose, Hasegawa e colaboradores
(2000) descreveram perfis eletroforéticos discriminatérios para machos e
fémeas: individuos tipicos masculinos apresentam 1 pico de fluorescéncia para
o marcador SRY e 2 picos para o marcador AMEL (AMEL X, AMEL Y). Ja os
individuos femininos apresentam somente 1 pico, que corresponde a
amplificacdo do gene da AMEL localizada nos cromossomos X, e nenhuma

amplificacéo relativa ao cromossomo Y.

O sistema QF-PCR biplex para os marcadores SRY e amelogenina se
mostrou eficiente para a sexagem molecular em equinos adultos, revelando-se

assim, um método confiavel. (Machado, L.V; 2007).

O sexo fetal pode ser determinado por PCR, utilizando células de liquido
amnibético e alantoide coletado via amniocentese transvaginal guiada por

ultrassom (Kamimura, S. et al., 1996).

2.5- Genotipagem

A tipagem dos animais para a identificacdo individual, controle de
parentesco e a resolucdo de problemas de maternidade e paternidade vém
sendo um procedimento de rotina para criadores de cavalos. Assim, pode-se

diferenciar geneticamente um animal de outro (Oliveira, 2001).

A aplicacdo de marcadores de DNA possui uma extensiva capacidade
de distincdo individual, e essa habilidade vem sendo utilizada em analises de

parentesco (Tozaki et al., 2001).
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A reacdo gquantitativa fluorescente em cadeia da polimerase (QF-PCR)
entrou no campo do diagndstico genético, permitindo o diagndstico rapido de
estudos cromossO6micos (Jauniaux et al., 2003; Nicolini et al., 2004). A analise
automatizada de STR usa o produto amplificado de DNA marcado com
fluorocromos e a leitura da eletroforese se da automaticamente em aparelho
proprio, o que faz a QF-PCR ser mais confiavel e precisa do que a PCR
convencional por géis em que a analise é feita visualmente. Diferentes

fluorocromos, agentes quimicos fluorescentes sédo utilizados (Butler, 2005).

2.6- Amniocentese
2.6.1- Amniocentese em humanos

A amniocentese realizada a partir da 14® semana € um dos métodos
mais difundidos para a obtencao de material fetal com finalidade de diagnéstico

pré-natal de alteracBes genéticas (Nazareth et al., 1981).

O risco de sérias complicagBes, incluindo perda fetal, varia, nos
diferentes centros, de 0,2% a 0,5%. Essa variacdo deve ser decorrente do
método de monitoramento aplicado a puncdo. Os bons servicos s6 executam o
procedimento de puncdo se realizado com toda a assepsia de um teatro
operatorio, incluindo o uso de material esterilizado e o revestimento da sonda
de ultrassom com invélucro estéril ,uma vez que ela acompanhara a introducao

da agulha até o lago amniético escolhido (Golbus et al., 1979).
Transpassar a placenta ndo implica riscos maiores (Crane; Kopta, 1984).

O mais importante €, realmente, esse monitoramento, de modo a dar a
certeza do caminho a ser percorrido pela agulha, o que implica menor
probabilidade de obter liguido com sangue ao evitar que a agulha atravesse a
cavidade amniotica e puncione vasos ou a placenta localizada posteriormente.
O monitoramento evita, também, que a agulha seja introduzida mais de uma
vez, o que diminui a possibilidade de lesdes fetais. Outras complicacdes
menores sd@o as lesdes fetais que aparecem ao nascimento como pequenas
cicatrizes na regido tocada pela agulha. Se ndo monitorizadas pelo ultrassom,

poderdo ocorrer lesbes graves, dependendo da regido atingida pela agulha,
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tendo ja sido descrita gangrena de membro e lesédo de articulacdo de joelho
(Milunsky, 1979).

A puncdo amniotica precoce pode ser realizada a partir da nona

semana, preferencialmente da 132 semana em diante (Elejalde et al., 1990).
2.6.2- Amniocentese em bovinos

A aspiracdo de fluido amnidtico via amniocentese vaginal € realizada de
70 a 100 dias de gestacéo, utilizando uma pipeta de inseminacéo acoplada, em
uma das extremidades, a uma agulha hipodérmica 40 x 12 e na outra, a uma
seringa de 60 mL, o que permite a obtencdo de células para analise
cromossbmica. Esse método é simples e preciso, fornecendo um diagndéstico
seguro para deteccdo do sexo pré-natal e defeitos citogenéticos em bovinos
(Bongso; Basrur, 1975).

A concentracéo de testosterona no liquido amniético, entre 90 e 150 dias
de gestacdo em bovinos, pode ser utilizada para determinar o sexo fetal, com
os valores de 442 = 20 picogramas de testosterona por mililitro para feto
masculino e 215 + 8 picogramas por mililitro para fetos femininos (Bongso et
al., 1976).

As células ciandfilicas (basofilicas) pequenas e nucleadas no liquido
amnibtico sdo as mais ativas e mitdticas e podem ser utilizadas para a

deteccao do sexo e perfil citogenético do feto bovino (Bongso; Basrur, 1975).

Kamimura e colaboradores realizaram 35 aspirados via transvaginal a
partir de 30 vacas, obtendo 33 amostras. 5vacas foram aspiradas duas
vezes com um intervalo de 10 dias, utilizando-se um transdutor de 5,0
MHz equipado com uma guia de biopsia acoplada a uma agulha de 65 cm de
comprimento com calibre de 8 mm. Ocorreram 5 abortos apos 1 semana da
puncdo. Concluiu-se que o procedimento requer consideravel habilidade

e oferece risco a viabilidade fetal.
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3- Material e métodos

3.1- Materiais
3.1.1-Teste do Protétipo e do Aparelho de puncao

O protétipo foi testado in-vivo e em pecas de abatedouro (aparelho
reprodutivo feminino equino). Foram testadas e adaptadas duas guias de
bidpsia que se utilizam em aspiracdo folicular, uma acoplada a uma sonda
setorial movel e outro a uma sonda setorial fixa. O protétipo compde-se de um
aparelho de puncédo acoplado de maneira adaptada a uma das guias de
biopsia, ilustrado na figura 3.

Figura 3: Guias de biépsia: a esquerda, sonda setorial fixa introduzida em uma peca
de abatedouro (aparelho reprodutivo feminino de um equino) e a direita, sonda setorial mével
introduzida in-vivo na vagina de uma égua com 18 dias de prenhez.

Também foram testados calibres e comprimentos de agulhas variados a
fim de verificar a eficacia destes em transpassar as barreiras: fornix, Utero e

anexos placentarios.
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Foram testadas as agulhas (comprimento x calibre): 89 x 0,4, 30x7,
30x8, 40x12, 40x16, 80 x 15 e 100 x 9, ilustradas na figura 4.
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Figura 4. Agulhas testadas, de cima para baixo: 89 x 0,4, 30x7, 30x8, 40x12, 40x16, 100 x 9 e

80 x 15 (unidade adotada expressa em mm).

3.1.2- Aparelho de puncéao

O aparelho de puncao é compde-se de uma agulha acoplada a uma
palheta de 0,5 mL (recipiente de armazenagem de amostra); este conjunto
acopla-se a uma das extremidades de uma pipeta de inseminacao equina e na

outra extremidade da pipeta a uma seringa de 1 mL- ilustracdo na figura 5.
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Figura 5: Sequéncia da montagem do aparelho de puncéo. De cima para baixo: recipiente de

armazenagem de amostra, aparelho de puncédo e aparelho de puncdo acoplado a guia de

biopsia.

A guia de biopsia se acopla a um transdutor setorial de cinco MHz, que é
conectado a um aparelho de ultrassom Falcon Vet. O aparelho de ultrassom

possui uma opcédo de programacédo, para o transdutor setorial mével, que exibe
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na tela uma linha indicando o trajeto da agulha (biopse line), (figura 6).

Figura 6: As figuras mostram, da esquerda para a direta, a extremidade da guia de bidpsia
(sonda setorial mével e agulha exposta), a linha de bidpsia (biopse line) e a imagem gerada

pelo transdutor setorial fixo.

3.2- Método

Foram coletadas 29 amostras de liquido vitelinico e/ou alantoide de
embrides e fetos equinos, num total de 64 puncbes, sendo que alguns
conceptos sofreram mais de uma puncdo, num total de 29 éguas. llustrado no

Apéndice A (pagina 44).

3.2.1- Técnica de coleta de amostra de DNA embrionéario ou fetal

As amostras de anexos embrionarios ou fetais de equinos foram
coletadas por meio de puncéo via fundo de saco vaginal de éguas prenhes,
utilizando o protétipo acoplado a guia de bidpsia.

O procedimento ocorre da seguinte maneira: realiza-se a antissepsia do
trato genital externo utilizando detergente e agua corrente, secando-se a regiao
perineal com papel-toalha. O embrido, ou feto, é localizado por meio de exame
retal, enquanto a guia de bidpsia é introduzida por via vaginal e guiada até o
fornix (figura 7), na area mais proxima ao conceptus. A guia de biopsia é
revestida com Digluconato de Clorexidina 0,7 % em pasta (Furanil®), a fim de
promover a antissepsia do local da puncdo, possuindo efeito antimicrobiano

geral, antifingico e antiprotozoario.
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Figura 7: llustracéo do posicionamento da guia de biépsia no fornix, preparada para perfurar o
colo uterino local onde se fixou o concepto.

Em seguida, a agulha é exposta e atravessa as camadas da parede
vaginal; logo apds, o Utero e anexos embrionarios, ou placentarios, chegando
ao espaco preenchido por liquido vitelinico ou alantoide (figura 8). Este liquido
proveniente do conceptus é puncionado e armazenado no interior do aparelho
de biépsia. Todo o procedimento € guiado ultrassonograficamente com
transdutor setorial, via fundo de saco vaginal. Apds a punc¢édo do fluido dos
anexos, a agulha volta a protecdo da guia de bidpsia e o conjunto é retirado da

égua.

Figura 8: Imagem ultrassonografica mostrando um concepto equino de 45 dias de gestacao: 1

bisel da agulha sendo introduzido, 2 liquido alantoide e 3 o feto.
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3.2.2- Periodo de puncéao

N&o foi preestabelecido um periodo de gestacdo em que a puncao
pudesse ser feita, sendo que esta foi realizada entre D18 (18 dias de gestacéo:
embrido) e 11 meses de gestacdo, com o intuito de testar em quais periodos a
puncdo € mais facil de ser executada e em relagéo e a relagdo com sua

seguranca e eficiéncia.

3.2.3- Coleta de amostra de DNA materno

Foram coletadas amostras de sangue da veia jugular das éguas prenhes
submetidas a puncéo, as quais foram armazenadas em tubos de Vacutainer
com anticoagulante (EDTA), a fim de extrair o DNA gendmico dos leucdécitos
dessas amostras, para que se efetuassem as genotipagens nos casos em que
0 concepto apresentasse 0 sexo genético feminino e para comprovar que a

amostra obtida na puncao pertencia de fato ao concepto.

3.3- Processamento das amostras

O processamento das amostras de DNA foi realizado pelo laboratorio
NUDIM (Nucleo de Diagnéstico e Investigacdo Molecular).

3.3.1- Extracdo do DNA

As amostras coletadas (sangue, liquido vitelinico e liquido alantoide)
foram submetidas ao método de extragdo do DNA gendmico utilizando o kit de
extragao e purificagdo de DNA genbémico “GFX Genomic blood purification kit”,

Armesham Pharmacia Biotech, USA, conforme a especificagao do fabricante.

3.3.2- QF-PCR
3.3.2.1- Sexagem

Apés a diluicdo apropriada, uma aliquota de aproximadamente 2
nanogramas de DNA total foi submetida ao processo de amplificacdo pelo
método da QF-PCR com o emprego dos primers para os marcadores SRY e
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AMEL (biplex para sexagem molecular em equinos). Um iniciador de cada par
foi marcado com um fluorocromo, permitindo a analise mais precisa dos
produtos da PCR (Sherlock et al., 1998). Apds a desnaturagdo a 95°C por 11
minutos foram, realizados 28 ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C 1 minuto, 72°C.

A extensao final foi por 60 minutos a 60°C.

3.3.2.2- Genotipagem

Com a finalidade de diferenciar o gendtipo materno do gendtipo do
concepto, quando este for fémea, foi utilizado o kit de genotipagem e
paternidade comercial StockMarks for Horses Genotyping Kit (Applied
Biosystems, USA).

O exame de genotipagem € baseado na analise das caracteristicas
genéticas que s&o proprias e exclusivas para cada individuo, através de
regibes altamente polimérficas (apresentam formas diferentes em individuos

da mesma espécie) do DNA.

ApoOs a diluicdo apropriada, uma aliguota de aproximadamente 2
nanogramas de DNA total foi submetida ao processo de amplificacdo pelo
método da QF-PCR para os seguintes marcadores STR de dinucleotideos:
VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, AHT5, HMS6, ASB23, ASB2, HTG10,
HTG7, HMS3, HMS2, ASB17, LEX3, HMS1, CA425; completando um total de
17 marcadores polimorficos. Apos a desnaturacdo a 95°C por 10 minutos,
foram realizados 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60° C por 1 minuto, 72° C

por 1 minuto. A extensao final foi por 60 minutos a 72°C.

3.3.2.3- Eletroforese em capilar

Os produtos da QF-PCR foram submetidos a separacao eletroforética
em capilar utilizando o analisador automatico ABI PRISM 310 GENETIC
ANALYZER (Applied Biosystems USA). As amostras foram preparadas com
adicéo de formamida (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) e do marcador
de peso molecular GeneScan™ — 500 LIZ® Size Standard da Applied

Biosystems, conforme especificacdo do fabricante. Os perfis eletroforéticos
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foram analisados utilizando os programas GeneScan™ e Genotyper™ (Applied

Biosystems).

3.3.2.4- Identificacao e caracterizacao dos perfis alélicos

Os perfis eletroforéticos foram analisados usando o0s programas
Genescan e Genotyper da Applied Biosystems. Os alelos foram nomeados com
o valor em pares de nucleotideos dos produtos da PCR. A metodologia
utilizada para a interpretacdo dos eletroferogramas esta resumida na figura 9.
Os produtos de amplificacdo correspondem a alelos que variam em
comprimento (pares de base) para cada sistema. Os alelos sdo registrados
como picos de fluorescéncia com intensidade variada (eixo Y) e comprimento
variado (eixo X). Individuos heterozigotos para um determinado marcador
exibem dois picos de fluorescéncia de intensidade comparavel, porém de
tamanhos em pares de bases diferentes.

L e L B o e e e T T T L B e e e e e L e e e e e e e B L e
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Figura 9: Método de interpretacdo de um eletroferograma. No eixo X, representado em A,
escala em numero de pares de bases (pb). Em B, informacdes alélicas representadas,
caracterizacdo dos alelos em pares de nucleotideos. Em C, identificacdo da amostra analisada.
No eixo Y, representado em D, escala da atividade de fluorescéncia em unidades arbitrarias. A
intensidade de fluorescéncia esta diretamente relacionada com a quantidade de sequéncias

amplificadas.

3.4 Andlises estatisticas

A andlise estatistica consistiu na comparacdo, pelo teste de qui-
guadrado, entre a frequéncia de animais puncionados e a frequéncia de
abortos de acordo com o tipo (100x9; 30x7; 30x8; 40x12; 40x16; 80x15;
89x0,4), comprimento (30; 40; 80; 89; 100) e o diametro da agulha (0,4; 7; 8; 9;
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12; 15; 16). Também foi verificada a existéncia de correlacdo entre a frequéncia
de animais puncionados e a frequéncia de abortos com o diametro e
comprimento da agulha e idade dos animais. O aplicativo estatistico utilizado
foi o Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG, versdo 9.1),

adotando-se o nivel de 5% de significancia.
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4- Resultados e discussao
4.1- Eficacia da coleta.

O método de coleta é eficaz em trazer amostras de DNA dos conceptos
tanto em quantidade como em qualidade, sendo possivel a realizacao de testes

genéticos de sexagem e genotipagem com eficiéncia.

N&o houve nenhum dano as éguas mesmo quando houve reabsorcéo ou
abortamentos, mostrando que a técnica é segura para as éguas, independente

de suas fases gestacionais.
4.2- A técnica.

A assepsia dos equipamentos deve ser impecavel e a antissepsia do
trato reprodutivo da égua deve ser realizada de maneira rigorosa e eficiente,
principalmente no ponto onde sera realizada a puncdo, visto que alguns

imprevistos ocorreram em alguns procedimentos de puncéo.
4.2.1- Ajustes metodoldgicos.

A guia de bidpsia utilizada foi adaptada para a puncdo dos anexos do
concepto e o aparelho de puncgéo foi desenvolvido para realizacdo da técnica,
funcionando como protétipo, estando o conjunto (aparelho de pungéo mais guia
de bidpsia) em fase de aprimoramento. No entanto, o conjunto funcionou de

maneira satisfatoria.

Na maioria dos casos, a agulha transpassava a parede do Utero mas
nao perfurava a placenta, empurrando-a mas sem penetrar, fato esse

demonstrado na figura 10.

Nas gestacbes mais avancadas as agulhas de baixo calibre
amassavam-se e nao penetravam as barreiras, sendo necessaria a utilizacao

de agulhas de calibres maiores quanto fossem necessarios.
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Figura 10: ilustracdo do aparelho reprodutivo feminino equino gestante ao ser perfurado na
tentativa de uma puncao: 1 ovério, 2 Utero, 3 concepto, 4 vagina, 5 feto, 6 agulha e 7guia de
bidpsia. Note que a agulha perfura o Gtero, mas nado perfura a placenta.

A grande maioria das éguas puncionadas nao possuia histérico
reprodutivo e ndo foi estabelecida uma padronizacdo das éguas, quanto ao
manejo, sendo aconselhavel, em estudos préximos, que haja uma preocupacao
com o manejo das éguas: utilizar um modelo experimental mais controlado.
Faz-se necessario estabelecer um protocolo de avaliacdo inicial das éguas, a
fim de determinar quais podem ou n&o ser puncionadas, utilizando critérios tais
como: tonicidade do utero, auséncia de infec¢des, escore corporal da égua,

entre outros.

Periodo de puncéo ideal estd compreendido entre dias 35 e 60, por ser
um periodo de menor percentual de ocorréncia de perdas naturais ja ocorreu o
desenvolvimento dos calices endometriais, 0s anexos placentarios ainda nao

estdo tdo espessos e 0 posicionamento do Gtero é bom.

4.2.2- Conceptos puncionados mais de uma vez e em dias diferentes

Quatro conceptos foram puncionados em dias diferentes, o da égua
namero 2 foi puncionado aos 23 dias e aos 7 meses de gestacdo, o da égua
namero 7 foi puncionado aos 30 dias e 60 dias de gestacado, da égua 8 aos 60
dias e aos 3 meses, égua 9 aos 4 e 5 meses. A égua de namero 10 foi

puncionada aos 7 meses, e aos 8 meses realizou-se uma nova tentativa de
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puncdo, mas devido a espessura da placenta, ndo foi possivel puncionar. No
segundo dia em que foi feita a puncdo da égua de numero 8, ocorreu morte

fetal. Ver Apéndice A.
4.2.3- Abortos e absorcdes

Um fator a ser considerado é a determinagdo do dia minimo em que a
técnica deve ser realizada, objetivando-se evitar o periodo em que ha
possibilidade de ocorrerem perdas embrionarias espontaneas, evitando
duvidas a respeito da causa da perda embrionaria. Pode-se tomar como
exemplo o caso da égua numero 26 na qual houve perda embrionaria e que foi
puncionada nesse periodo (dia 30) em que ocorrem 21,4 % das perdas
naturais (Guinter, 1986). Nesse caso nao foi possivel estabelecer a causa real
da perda embrionéria. A contracdo uterina no dia da puncdo ndo condizia com
uma contracdo caracteristica de prenhez, o que evidencia uma concentracao
ineficiente de progesterona. Em tal periodo ainda ndo ha formacéo dos célices
endometriais (dia 33), que sao responsaveis pela formacdo dos corpos Iuteos
acessorios produtores de progesterona. No dia seguinte a puncdo o embrido
apresentava formato normal; apdés cinco dias (dia 35) foi realizada a
ultrassonografia da égua e constatou-se a perda embriondaria. Outro fator a ser
considerado é a producdo de prostaglandinas que levam a lutedlise,
decorrentes de agressdes ao Utero. Vale lembrar que essa égua, em
especifico, ndo possuia agua para a hidratacdo a todo tempo, seu dono
oferecia agua somente trés vezes ao dia e a égua apresentava-se magra. Nao

houve padronizagdo dos animais.

Os abortos das éguas de numero 8 (puncionada aos 3 meses de
gestacado) e 13 (puncionada aos 5 meses) ocorreram 5 dias ap0s as puncoes,
os dois conceptos foram puncionados na terceira tentativa. Nao ha constatacéo
do que pode ter causado o aborto. Algumas hipdéteses podem ser sugeridas: a
higienizacdo do férnix pode ter sido ineficiente, ou as éguas possuiam algum
tipo de infeccdo; pode ter ocorrido contaminacdo da agulha ao se introduzir o
aparelho de puncao no interior da guia de bidpsia que néo foi corretamente
esterilizada, fatos esses, que levariam a contaminagcdo do concepto, que nao

possui sistema imune formado e ndo teria como combater uma infec¢cdo. Nesse
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caso, nem o sistema imune da égua poderia combater a infeccdo do concepto,
pois ndo ha como os anticorpos e células de defesa da égua atuarem no
concepto sem prejudica-lo. Até mesmo uma reacdo do sistema imune da égua
pode levar ao aborto, visto que o concepto € um corpo estranho e que ocorre
no inicio da gestagdo uma série de fatores que inibem a reagdo do sistema

imune materno ao concepto.

A causa do aborto dos fetos de dez meses, éguas de numero 20 e 21,
provavelmente tenha sido da técnica, pois durante a puncdo os fetos se
mexiam muito e as éguas encontravam-se inquietas, além de ter sido dificil
perfurar as placentas e chegar ao lago alantoide, devido a espessura das
placentas em relacdo ao comprimento das agulhas utilizadas. Primeiro com
agulhas de calibre 40/12 nao foi possivel a realizacdo da puncdo. Foram
testadas agulhas de calibre 40/16 (maior calibre testado), foram necessérias
varias tentativas, até que a agulha perfurasse os anexos placentarios.
Indicando-se, portanto, em casos de prenhez avancada, a utilizacdo de agulhas
de maior comprimento. Em uma das tentativas a agulha atingiu o feto da égua
21 notou-se a presenca de sangue na amostra e na guia de bidpsia. Esses
fatores podem ter contribuido para o aborto que foi observado no dia seguinte.
Os potros foram encontrados com vida, mas morreram em poucas horas sem

conseguir mamar.

A técnica pode ser melhorada através da utilizacdo de agulhas de
calibre menor e de comprimento maior, principalmente em gestacbes de
estagio avancado, devido a espessura da placenta. A utilizagdo de
tranquilizantes na égua e anestesia epidural deve ser levada em conta, de
maneira semelhante a metodologia utilizada em bovinos (Kamimura et

al.,1996), visto que a inquietacdo da égua prejudica a realizacdo da técnica.

A correlacdo entre idade do concepto e possibilidade de realizagdo ou
ndo da pungdo mostrou: quanto maior a idade gestacional, menor a

possibilidade de realizacéo da puncéo (r = - 0,3877; P = 0,0005).

Na analise da correlacdo entre idade do concepto e incidéncia de aborto

foi verificada uma baixa correlagdo sem significancia (r = 0,1114; P=0,1888).
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OPUNGAD (%) BABORTO (%)

100,0 100,0

100x8 (n=8) 30x7 (n= 20) 30x8 (n=13) 40x12 (n=15) 40x16 (n=2) 80x15 (n=3) 89x0,4 (n=3)

Figura 11: Comparacéo, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de éguas puncionadas
e a frequéncia de abortos de acordo com o tipo de agulha hipodérmica :100x9; 30x7; 30x8;
40x12; 40x16; 80x15; 89x0,4 (comprimento x calibre em mm).

Ao comparar as agulhas deve-se ressaltar a idade gestacional e
consequente espessura fornix, Utero e placenta em que elas foram utilizadas,
visto que em gestacdes iniciais foram utilizadas agulhas de baixo calibre e em
gestacdes mais avancadas as de calibre maior (ver Apéndice A). A agulha 40 x
16 mm obteve o pior desempenho no que diz respeito ao aborto; no entanto, foi
eficiente na puncdo, apesar do numero pequeno de eventos. Ndo houve
nenhum aborto com as agulhas 30 x 8 e 80 x 15 mm- apesar de ter um
diametro grande, a agulha 80 x 15 mm mostrou-se eficiente, pois foi utilizada
em gestacdes mais avancadas (a partir de 210 dias). A agulha 89 x 0,4 mm
ndo obteve sucesso em perfurar as estruturas, ela se curvava ao ser
pressionada contra o fornix e ndo o perfurava; ao cessar a pressao, a agulha

voltava a seu formato normal.
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OPUNGCAQ (%) BABORTO (%)

100.0

0.4 (n=3) 7 (n=20) 8(n=13) 9 (n=8) 12 (n=15) 15(n=3) 16(n=2)
Diametro

Figura 12: Comparacdao, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de éguas puncionadas
e a frequéncia de abortos de acordo com o didmetro da agulha hipodérmica : 0,4; 7; 8; 9; 12;
15; 16 (comprimento em mm).

O diametro das agulhas esta diretamente relacionado tanto ao sucesso
da puncgé&o quanto a ocorréncia de aborto. Quanto menor o didametro menor € a
resisténcia da agulha em relacdo a dano estrutural (entortar-se) e menor € a
porcentagem de sucesso na puncao. Vale lembrar - quanto maior a espessura
a ser perfurada, maior resisténcia é exigida da agulha. Quanto maior o
didametro da agulha, maior € o didametro da perfuragdo e maior € a lesdo na

estrutura perfurada.

100.0
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OPUNGAD (%) BABORTO (%)

100 A

80 A

Frequénciarelativa (%)

30 (n=33) 40 (n=17) 80 (n=3) 89 (n=3) 100 (n=8)
Comprimento

Figura 13: Comparacdao, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de éguas puncionadas
e a frequéncia de abortos de acordo com o comprimento da agulha hipodérmica: 30; 40; 80; 89;
100 (comprimento em mm).

O comprimento esta diretamente relacionado ao sucesso da puncéo,
uma vez que em gestacfes mais avancadas a espessura Utero/placenta é
maior. Verificou-se, na técnica da puncéo, que a distancia ndo depende apenas
das espessuras fundo de saco vaginal, parede uterina e placenta do concepto,
uma vez que a aproximacao dessas estruturas depende da forca que o técnico
exerce sobre elas, pressionando-as, além do grau de dificuldade, que é
variavel nos individuos. Soma-se a esse fato a variacdo da contracdo da
musculatura retal, ja que a aproximacéo da vesicula é realizada por esta via. E
importante ressaltar que o fundo de saco vaginal funciona como um limitador
do alcance da agulha, pois a forca exercida na superficie deste é aumentada
visto que a agulha se encontra no interior da guia de biopsia, que possui uma
area de superficie muito maior, limitando a elasticidade e deslocamento do
fornix em direcdo ao Utero durante a puncdo. Sugere-se que nos estudos
subsequentes a guia de bidpsia seja modificada de forma que o aparelho de

puncdo possa ultrapassar a guia de bidpsia, podendo haver, provavelmente,
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uma perda momentanea da visualizacéo correta do local da puncdo durante a

presséo final da agulha sobre o fornix.

No entanto, deve-se ressaltar que durante a puncéo ocorre visualizacao
do caminho percorrido pela agulha, tornando diminuta a relacdo entre
comprimento da agulha e porcentagem de aborto e que no célculo estatistico
dessa relagao os valores obtidos est&o influenciados pelo diametro.

4.4- Sexagem genética

As amostras obtidas, a partir dos anexos embrionarios, mostraram
possuir DNA gendmico mesmo em poucos dias de gestacao, sendo necessario
identificar, em estudos posteriores, de que tecido seriam provenientes as
células que continham o DNA analisado.

O kit de extragao e purificacdo de DNA genémico “GFX Genomic blood
purification kit”, Armesham Pharmacia Biotech, USA, comumente usado em
amostras, contendo células provenientes de humanos, mostrou eficiéncia na
extracdo e purificacdo de DNA gendmico de células do sangue, de liquido
vitelinico e de liquido alantoide de equinos.

A sexagem molecular de equinos se mostrou muito eficiente tanto em
animais adultos (Machado, 2007) quanto em conceptos, obtendo resultados
elucidativos e conclusivos. Corroborando os resultados de Hasegawa e
colaboradores (2000), a amplificacdo simultdnea da regido determinante do
sexo do cromossomo Y (gene SRY) e do gene da amelogenina resulta na
determinacdo do sexo de equinos, mostrando-se um método eficaz. Em todas
as amostras analisadas foi possivel a realizacdo da sexagem com preciséao.
Das 29 amostras obtidas, quatro foram analisadas, as demais foram estocadas.
Verificou-se a presenca de dois machos (dias 21e 30) e duas fémeas (3 meses
e 6 meses). As amostras de DNA obtidas dos conceptus fémeas foram
genotipadas com sucesso, sendo possivel distinguir o genotipo materno, do
genatipo do concepto do sexo feminino, comprovando que o material obtido na

puncéo era do concepto.
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As amostras obtidas possibilitardo a realizagdo, paralelamente na
mesma amostra, de outras avaliacbes, tais como o teste de paternidade,
exigido pelas associacbes de criadores de cavalos de raca, podendo
comprovar precocemente se uma prenhez € ou ndo indesejada, verificacdo de
anomalias genéticas, pedigree genético universal e avaliacdo da presenca de

caracteristicas desejaveis.

A sexagem molecular de equinos e a genotipagem dos conceptos, assim
como dos equinos adultos, levaram a obtencado de resultados conclusivos nas

guatro amostras processadas.

4.4.1- Andlise do perfil alélico da amplificacdo de Amelogenina e SRY

O eletroferograma evidencia os resultados obtidos pelo marcador para
amelogenina: para o sexo feminino ocorre apenas um pico de fluorescéncia,

para o sexo masculino dois picos de fluorescéncia.

Ja o eletroferograma para o marcador SRY apresenta: presenca de um
pico de fluorescéncia para individuos do sexo masculino ou auséncia de picos

para individuos do sexo feminino.

As amostras de DNA de fémeas exibem um perfil monoalélico para
amelogenina, indicativo da condigdo XX (173 pb). Os machos exibem um perfil
dialélico para amelogenina e a presenca da amplificacdo do marcador SRY,
indicativo da condicdo XY (173 pb e 157 pb).
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Figura 14: Eletroferograma dos produtos de amplificacdo do gene SRY (acima) e amelogenina (abaixo)
para DNA presente no liquido alantoide, a amplificacdo do gene da amelogenina Y (157 pb),
amelogenina X (172 pb) e do gene SRY (187 pb) indica um embrido de sexo masculino. O eixo X
representa o tamanho dos produtos do QF-PCR em pares de bases. O eixo Y representa a atividade
fluorescente em unidades arbitrarias. Os picos representam os alelos e estdo marcados pelo tamanho
utilizando uma escala alélica interna.
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Figura 15: Eletroferograma dos produtos de amplificacdo do gene SRY (acima) e amelogenina
(abaixo) para DNA presente no liquido vitelinico, a amplificacdo do gene da amelogenina Y (157 pb),

amelogenina X (172pb) e do gene SRY (187 pb) indica um embrido de sexo masculino.
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Figura 16: Eletroferograma dos produtos de amplificacdo do gene SRY (acima) e amelogenina (abaixo)
para DNA presente no liquido alantoide, a amplificacdo do gene da amelogenina X (173 pb) e a ndo
amplificacédo do gene SRY indica um embrido de sexo feminino.

| [ A (R ] [RLALILI [LI Ep ) (RIS (LA A LT UL SN [N [ | I |
120 140 160 120 00 230 240 260 o] 120 850 290 400
ESRY
I Green EQ LIQ Aantdide
00
400
0
N—— L
130 135 140 145 150 155 160 165 170 174 160 189 190 185 00 05 i s I
| AEL X T
12 Red  EQ LID. Aantdide
4000
2000
e e e e

Figura 17: Eletroferograma dos produtos de amplificacdo do gene SRY (acima) e amelogenina (abaixo)
para DNA presente no liquido alantoide, a amplificacdo do gene da amelogenina X (172 pb) e a ndo
amplificacdo do gene SRY indica um embrido de sexo feminino.
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4.5- Genotipagem

A genotipagem dos conceptos, assim como dos equinos adultos, obteve
sucesso em caracterizar os perfis dos individuos e distingui-los (figuras 18 e
19), principalmente nos casos em que 0 concepto era do sexo feminino,
comprovando que o perfil genético obtido a partir do DNA extraido da amostra
puncionada era distinto do perfil genético obtido a partir do DNA da amostra de
sangue da égua gestante. Comprovou-se que a puncado foi realizada

corretamente.
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Figura 18: Eletroferograma 17 loci polimérficos (discriminados sempre na parte superior; exemplo:
VHL20) a serem comparados. Os nimeros indicados abaixo dos picos de fluorescéncia referem-se

ao tamanho em pares de bases dos alelos determinados para cada marcador.

Primeiro

eletroferograma de cada fluorescéncia representa o genoétipo materno e em segundo o do concepto.
Foram marcados os loci em que os dois gendtipos diferem (marcadores: AHTS e ASB17).
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Figura 19: Eletroferograma 17 loci polimorficos a serem comparados. Os ndmeros indicados abaixo
dos picos de fluorescéncia referem-se ao tamanho em pares de bases dos alelos determinados para
cada marcador. Primeiro eletroferograma de cada fluorescéncia representa o genoétipo materno e em
segundo o do concepto. Foram marcados os loci em que os dois gendtipos diferem (marcadores:
VHL20, HTG4, HMS7 e ASB17).
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5- Conclusao

Conclui-se que é possivel realizar a puncdo de conceptos equinos,
porém sdo necessarios mais estudos a respeito da técnica. Nesse primeiro
trabalho uma porta foi aberta para o surgimento de novos estudos, visando ao
aprimoramento da técnica, haja vista a ocorréncia de aborto/reabsor¢cdo. No
entanto, comprovou-se que a sexagem a partir de células do concepto pode ser
realizada com sucesso e que a equinocultura dispde de uma nova técnica de

sexagem fetal.
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Apéndice A - Representacdo grafica do niumero amostral, quantidade

de éguas puncionadas, as idades gestacionais em que se encontravam,

impossibilidade de realizar a puncao, distirbios causados pela puncdo e

sexagem genética a partir de amostras obtidas. Obs.: o comprimento e 0

calibre das agulhas estdo expressos em milimetros (40x12: 40 mm de

comprimento e 12 mm de diametro).



