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RESUMO

Anormalidades dos cromossomos sexuais sdo encontradas com mais frequéncia na
espécie equina do que em outras espécies domésticas e vém sendo relatadas e estudadas desde
o inicio da década de 70. Estdo intimamente associadas com problemas de infertilidade ou
esterilidade. Muitas vezes, principalmente quando se trata da Sindrome do Sexo Reverso, as
éguas podem nem apresentar a estrutura uterina. Durante o desenvolvimento embriondrio e
fetal ha trés estagios a serem vencidos para que ocorra a diferenciacdo sexual dos organismos:
o de diferenciacdo do sexo cromossomico, o de diferenciagdo do sexo gonadal e o de
diferenciagdo do sexo fenotipico. Erros podem acontecer em qualquer das trés fases,
culminando em anormalidades cromossdomicas. As anormalidades cromossdmicas sao
raramente encontradas em garanhdes fenotipicamente normais, mas a adicdo de um
cromossomo X no caridtipo de um equino pode inibir o desenvolvimento testicular e
prejudicar a espermatogénese ainda que ndo haja influencia na libido e no comportamento de
monta. As anormalidade cromossomicas mais identificadas sdo 63,X0O, 64,XY, mosaicismo €

quimerismo.

Palavras-chave: anormalidade cromossomica sexual, sindrome do sexo reverso, égua,

infertilidade, esterilidade.



ABSTRACT

Sex chromosomal abnormalities are found more often in equine species than in other
domestic species and they are being reported and studied since the early 1970’s. The
abnormalities are closely associated with problems of infertility or sterility. Many times,
especially when it comes to sex reversal syndrom, mares may not present the uterine
structure. During embryonic and fetal development, there are three stages to be overcome for
the sexual differentiation, the sex chromosome differentiation, the gonadal sex differentiation
and phenotypic sex differentiation. Mistakes can happen in any of the three phases,
culminating in chromosomal abnormalities. Rarely found in phenotypically normal stallions,
but the addition of na X chromosome in the karyotype of a horse can inhibit the testicular
development and impair spermatogenesis though there is no influences on libido and breeding
behavior. The chromosomal abnormalities most identified are 63,X0O, 64,XY, mosaicismo

and chimerism.

Key-words: sex chromosomal abnormalities, sex reversal syndrome, infertility, sterility
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1 INTRODUCAO

No cavalo (Equus caballus), assim como em humanos, o cromossomo sexual Y
determina a masculinidade do organismo. Assim, um organismo que apresenta dois
cromossomos sexuais X normalmente apresenta um fenotipo de fémea e um organismo que
apresenta um cromossomo X e outro Y normalmente apresenta um fenotipo de macho

(SHARP, WACHTEL e BENIRSCHKE, 1980).

Alteragdes cromossdmicas sdo mais comumente detectadas em equinos do que em
outras espécies domésticas e vém sendo relatadas e estudadas nesta espécie desde inicio dos
anos 70. Em mais de 95% dos casos estdo associadas ao par de cromossomos sexuais (LEAR;
McGEE, 2012), causando infertilidade ou subfertilidade (BUGNO; SLOTA; KOSCIELNY,
2007).

A maioria dos casos permanece sem diagndstico — subestimando a prevaléncia — devido
a trés principais fatores: a complexidade do cariotipo equino, a falta de interesse nesse tipo de
diagnostico por parte dos criadores e veterinarios € ao alto nimero de animais que apesar de
apresentarem alteragdes genéticas, nio possuem alteragdes fenotipicas (DEMYDA-PEYRAS

etal., 2013).

Os processos de gametogénese, fertilizacdo e embriogénese sdo muito complexos e
delicados, o que culmina para erros inevitdveis na meiose, podendo resultar em efeitos
devastadores no desenvolvimento de um individuo. Erros na meiose ou na mitose
frequentemente resultam em adi¢do, delegdo ou rearranjamento estrutural de um ou dois

cromossomos, causando aneuploidia (MCFEELY, 1975).

A citogenética ¢ a ciéncia que estuda a estrutura, a aparéncia e o desempenho dos
cromossomos, que sao as estruturas formadas por DNA encontradas no nucleo das células
somaticas (COELHO; OLIVEIRA, 2008). Aproximadamente 14 anos atrds a Associagdo

Nacional de Criadores de Cavalos Pura Raca Espanhola implementou o teste de DNA de
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paternidade para avaliar o pedigree de cada potro recém-nascido. Candidatos que demonstram
resultados anormais ou incertos sdo submetidos a andlises citogenéticas rotineiramente para

avaliar a presencga de anormalidades cromossomicas (DEMYDA-PEYRAS et al., 2013).

As andlises citogenéticas podem determinar o sexo genético, por assim dizer, mas nao
podem identificar mutacdes ou delecdes de genes envolvidos na via de determinaciao do sexo
do individuo (LEAR; MCGEE, 2012). Tecnologias moleculares vém sendo desenvolvidas
para confirmar os resultados das andlises citogenéticas e para auxiliar na identificacdo das

causas genéticas do desenvolvimento sexual anormal em equinos (LEAR; McGEE, 2011).

O caridtipo equino (2n = 64) apresenta 31 pares de cromossomos autossomicos (ECA1-
ECA31) e dois cromossomos sexuais (ECAX e ECAY). Ha trés estdgios a serem vencidos
para que ocorra a diferenciacdo sexual no desenvolvimento embrionario e fetal. O primeiro
estagio ¢ a diferenciacdo do sexo cromossdmico, que ¢ determinado no momento da
fecundagdo do odcito X por um espermatozoide carregando o cromossomo X ou Y. O
segundo ¢ a diferenciacdo do sexo gonadal, determinado pelo gene SRY (sex determining
region Y), presente no cromossomo Y, que ¢ responsavel pela masculinizagdo do organismo
em desenvolvimento através da diferenciacdo das gdonadas em testiculos, na auséncia do gene
SRY as gobnadas se diferenciam em ovarios. (ZENTENO-RUIZ; KOFMAN-ALFARO;
MENDEZ, 2001). E o tltimo ¢ a diferenciagéo do sexo fenotipico — desenvolvido a partir do
estimulo da testosterona e de diidrotestosterona. Caso nao haja testosterona ou caso os tecidos
ndo apresentem receptores para androgenos, a tendéncia passiva ¢ de diferenciagdo em

genitalia externa feminina (BUENO et al., 2017; NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

Pouco se sabe sobre o desenvolvimento sexual do embrido, mas segundo Lear; McGee
(2012) o tubérculo genital j& esta presente no embrido equino no dia 30, as genitdlias externas
se diferenciam por volta do dia 45, as mamas aparecem no dia 49, o clitoris esta proeminente

no dia 75 e o escroto no dia 80.

Anormalidade em garanhdes fenotipicamente normais sdo raramente relatados, mas um
cromossomo X adicional parece inibir o desenvolvimento testicular e a espermatogénese,
porém nao ha altera¢des na libido ou no comportamento de monta (MAKINEN; KATILA,
2004). MAKINEN; KATILA; ANDERSSON; GUSTAVSSON, (2000) identificaram dois
garanhdes com o caridtipo — conjunto de cromossomos de um individuo — 65,XXY. Um deles
possuia as gonadas pequenas em propor¢ao ao seu tamanho e o outro, ao sémen ser analisado

em microscopio, ndo teve presenca de espermatozoides identificada. Esses achados estdo de
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acordo com os relatos anteriores de Kubien; Pozor; Tischner, (1993) que descreveram um
garanhao 65,XXY com duas pequenas gonadas, apesar do epididimo se apresentar bem

desenvolvido, além de ser facilmente palpavel.

A anormalidade cariotipica majoritariamente identificada em equinos pelo mundo todo
em 1990 era a monossomia do cromossomo X (BOWLING; MILLON, 1990), mas a
sindrome do sexo reverso também era frequentemente diagnosticada (BUOEN et al., 2000).
Esses achados estavam em parte de acordo com Long (1988) que observou que as
anormalidades mais comuns eram 63,X0, 63,X0/64,XX e éguas 64,XY. Porém, Villagobmez
et al. em 2011 demonstraram em um estudo que de 17 éguas estudadas por terem um
desenvolvimento sexual anormal e infertilidade, apresentando anormalidades cromossomicas
sexuais, 11 apresentavam a Sindrome do Sexo Reverso, mostrando uma possivel mudanca dos
numeros em 21 anos, o que pode ter sido ocasionado pelo aumento do numero de
diagnosticos. Segundo Anaya et al. (2017) o quimerismo ¢ a terceira sindrome cromossdmica

sexual mais reportada em equinos.
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2 ANORMALIDADES CROMOSSOMICAS SEXUAIS EM EGUAS

Os equinos apresentam normalmente 64 cromossomos, 31 pares de cromossomos
autossomicos, sendo 13 pares metacéntricos ou submetacéntricos e 18 pares acrocéntricos,
além de dois cromossomos sexuais, sendo o X o segundo maior submetacéntrico ¢ 0 Y um
dos menores acrocéntricos (ANAYA et al.,, 2017, BOWLING; BREEN; CHOWDHARY,
1997).

O desenvolvimento de técnicas para analises cromossdmicas tanto em humanos quanto
em animais, tem estimulado o interesse na sua aplicagdo em casos de infertilidade (HUGHES;
KENNEDY; BENIRSCHKE, 1975). A andlise do caridtipo permite a identificacdo de
alteragdes cromossomicas, que podem ser tanto numéricas como estruturais. Sendo que as
alteracdes numéricas estdo relacionadas a perda ou a duplicacdo de cromossomos e as
alteragdes estruturais tem como resultado o rearranjo de um ou mais cromossomos como

dele¢do, inversdo, translocacdo (COELHO; OLIVEIRA, 2008)

Muitos dos casos de infertilidade pesquisados t€ém sido associados com anormalidade
cromossomicas (LONG, 1988), mas nem todos os casos de anormalidades cromossdmicas
tém sido associados com problemas de fertilidade, como nos mostra Halnan (1985) que ao
pesquisar o cariétipo de 18 éguas com o histdrico reprodutivo normal, encontrou duas éguas

com o cariotipo 63,X0/64,XX.

Bugno; Slota; Koscielny (2007) desenvolveram uma pesquisa onde investigaram
“citogeneticamente” uma populacdo de 500 equinos, de diferentes racas, com idade entre um
més a trés anos, sendo 228 garanhdes e 272 fémeas. Os 228 garanhdes possuiam o caridtipo
considerado normal, 64,XY. Com relacdo as éguas, 96,3% apresentaram o cariotipo normal,
64,XX. Das 10 éguas que apresentaram anormalidade congénitas, sete possuiam caridtipo
63,X0/64,XX, uma apresentava o caridtipo 63,X0O, uma apresentava o cariotipo 64,XX/64XY
€ uma apresentava o caridtipo 64XX/65XX + 31.
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Figura 1: Representacdo do cariotipo él;s principais anormalidades cromossdmicas. A:
Cariotipo de bandeamento G de uma égua 64,XX; B: Cariotipo de bandeamento G de
uma égua 63,X0; C: Caridtipo de bandeamento G de uma égua 65,XXX; D: Cariotipo
de bandeamento G de uma égua 64,XY. Adaptado de: Chandley et al., 1975.

2.1 Sindrome do Sexo Reverso - 64, XY

Das alteracdes cromossdmicas relatadas, a Sindrome do Sexo Reverso no animal com
fendtipo de fémea e caridtipo 64, XY € aparentemente a mais comum. A maioria das €guas
sdo investigadas por apresentarem historicos clinicos similares de infertilidade (SWITONSKI
et al, 2004), gonadas pequenas, auséncia de comportamento estral normal e falha no
desenvolvimento folicular, apesar de apresentarem a morfologia externa normal, com
tamanho e conformagdo vulvar, do clitoris e da vagina normais (STEWART-SCOTT, 1988;
HUGHES; TROMMERSHAUSEN-SMITH, 1977, MAKINEN et al., 2001; ANAYA et al.,
2014; CHANDLEY et al., 1975). Alguns autores ainda descreveram o utero dos animais
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como flacidos e pequenos (MAKINEN et al., 2001; BUGNO et al., 2003) ¢ a cérvix com
auséncia de tonicidade (PAILHOUX; CRIBIU; PARMA; COTINOT, 1995; HUGHES;
TROMMERSHAUSEN-SMITH, 1977).

Sao reconhecidos dois principais tipos desta anormalidade: animais com o fenotipo de
fémea, mas com cariotipo 64, XY e animais com o fendtipo de macho, mas com o cariotipo
64, XX. Nos dois tipos s@o descritas variagdes fenotipicas (BUGNO et al., 2003). Os relatos
encontrados demonstram a ampla discri¢ao do primeiro tipo, onde o fenétipo ¢ de fémea, mas
o cariotipo ¢ 64, XY, com presenca ou auséncia do gene SRY, que ¢ o gene responsavel pela
masculinizagdo do organismo em desenvolvimento através da diferenciagdo gonadal em
testiculos (BUENO et al., 2017; BUGNO et al., 2003; PAILHOUX; CRIBIU; PARMA;
COTINOT, 1995; ANAYA et al., 2014; MAKINEN et al., 2001).

Apesar da maioria dos casos relatados apresentarem a auséncia do gene SRY (ANAYA
et al., 2014; PAILHOUX; CRIBIU; PARMA; COTINOT, 1995; BUGNO et al., 2003),
Switonski et al. (2004) relataram um caso que mostrou a presenga do gene SRY e a égua
apresentava comportamento de garanhdo, tentando montar em outras éguas que apresentavam
cio. Além disso, Makinen et al. (2001) também mostraram que das 3 éguas 64, XY que
estavam sendo estudadas, uma delas teve o gene SRY identificado através de PCR e essa égua
apresentava altura maior que normalmente teria para sua raga ¢ idade. O seu fenotipo era

semelhante & aparéncia de um garanhao.

Sharp; Wachtel; Benirschke (1980) relataram um caso em que uma fémea, descrita
pelos autores como fértil, foi diagnosticada 64,XY através da pesquisa por antigeno H-Y, que
esta presente em garanhdes normais mas nao esta presente em fémeas normais. A fémea
investigada obteve resultados positivos para o antigeno H-Y, mas ndo nas mesmas propor¢des

que ¢ encontrado em garanhdes.
2.1.1 Pseudo-hermafroditismo masculino

Bueno et al. (2017) relataram o caso de um animal que a partir do estudo citogenético
foi caracterizado geneticamente como macho apresentando o cariotipo 64,XY. Porém, ao ser
necropsiado, este animal apresentava uma estrutura similar a um corpo uterino na cavidade
pélvica, com os cornos que terminavam no local anatdmico dos ovarios. Ao corte histoldgico,
foi possivel observar ttero e trompas uterinas rudimentares. No lugar anatdmico dos ovarios
foram encontradas estruturas semelhantes a testiculos com tibulos seminiferos pouco

desenvolvidos, sem producdo de espermatozoides e epididimo rudimentar.



16

Externamente o equino possuia conformagdao de fémea, com presenca de glandula
mamaria e regido da genitalia externa feminina. Na regido medial do perineo havia uma
estrutura similar a um pénis rudimentar, em dire¢do caudal e envolto por uma prega. O animal
manifestava comportamento sexual masculino, apresentando erecao e montando em éguas em

estro.

Na andlise molecular observou-se que o equino era negativo para a presen¢a do gene
SRY, o que leva a crer que a diferenciagdo testicular ndo ocorre de forma plena sem a

presenca do gene. Porém, no caso relatado houve a masculiniza¢do da genitalia externa.
2.2 63, XO

Apo6s a Sindrome do Sexo Reverso, a monossomia do cromossomo X ¢ a anormalidade
cromossomica mais descrita segundo Anaya et al. (2014). Encontrada apenas em
cromossomos sexuais, a perda de um cromossomo inteiro — condi¢do XO — resulta em um

genoma desbalanceado (HALNAN, 1985).

Animais que apresentam esta anomalia comumente sdo descritos como pequenos para
sua raca e idade, com ovdarios pequenos e lisos, desprovidos de foliculos e de células
germinativas (HUGHES; KENNEDY; BENIRSCHKE, 1975; BUOEN et al., 1993;
HUGHES; TROMMERSHAUSEN-SMITH, 1977; BLUE; BRUERE; DEWES, 1978;
MAKINEN et al., 2001; CHANDLEY et al., 1975; HUGHES; BENIRSCHKE; KENNEDY;
TROMMERSHAUSEN-SMITH, 1975). As éguas apresentam a morfologia externa normal,
apesar da possibilidade de a genitdlia parecer um pouco imatura (MIYAKE; ISHIKAWA;
KAWATA, 1979), mas indicam uteros pequenos ¢ flacidos a palpagao retal (MAKINEN et
al., 2001; HUGHES; KENNEDY; BENIRSCHKE, 1975; HUGHES &
TROMMERSHAUSEN-SMITH, 1977; BUOEN et al., 1993; BLUE; BRUERE; DEWES,
1978) devido a deficiéncia da circulagdo de esteroides ovarianos (PASHEN; DOWNIE;
McCUE, 1989).

As éguas apresentam um fraco comportamento estral (MIYAKE; ISHIKAWA;
KAWATA, 1979) ou, na maioria dos casos, ndo ha expressdo de comportamento estral em
nenhum grau por parte das éguas mesmo ao longo da temporada reprodutiva (BLUE;
BRUERE; DEWES, 1978; BUOEN et al., 1993; MAKINEN et al., 2001, CHANDLEY et al.,
1975).
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Por animais portadores da monossomia do cromossomo X serem menores que a média
de suas ragas, os cavalos em miniaturas (o que nao se trata de uma raga e sim de pequenez)
inférteis podem passar despercebidos e fémeas XO podem ndo ser detectadas (BUOEN et al.,
1993).

Ainda ndo esta claro como muitos embrides XO sobrevivem e nascem. Makinen et al.
(2001) supdem que éguas XO, comparado com outros grandes mamiferos, possuem os
ovarios normais durante o periodo fetal e entdo comecam a degenerar, desenvolvendo a
disgenesia gonadal antes de atingir a maturidade sexual e assim as €guas falham ao tentar

atingir o inicio do ciclo estral.

Makinen et al. (2001) conseguiu ainda identificar que o inico cromossomo de uma égua
XO em estudo era de origem materna. Estudos em humanos demonstram que
aproximadamente em 75% dos casos de XO — Sindrome de Turner, o cromossomo
monossdmico tem origem materna e em aproximadamente 25% dos casos, origem paterna

(ZINN; PAGE; FISHER, 1993).

Pashen; Downie; McCue (1989) ao perceberem a semelhanga entre o desenvolvimento
uterino de uma égua XO e uma égua ovariectomizada, suspeitaram que a primeira poderia
responder igualmente ao tratamento hormonal ao qual as éguas ovariectomizadas eram
submetidas para serem receptoras de embrides. Cada uma das sete éguas XO deste estudo
recebeu 0,5 mg de ciprionato de estradiol duas vezes ao dia por cinco dias, seguido por 150
mg de progesterona diariamente por 14 dias. Apesar das éguas XO (menos que 0.3 ng/ml)
conseguirem alcangar os mesmos niveis de progesterona que éguas em diestro (cerca de 3,9

ng/ml), nenhuma das transferéncias resultou em prenhez.

Hinrichs; Riera; Klunder (1989) apds tratarem uma ¢égua XO com 300 mg de
progesterona diariamente, realizaram seis transferéncias de embrido, porém ndo houve
evidéncia de prenhez detectada por ultrassonografia em nenhuma das vezes. Os autores
sugeriram que a falha na sobrevivéncia dos embrides apds seis transferéncias aconteceu
devido a égua em questdo ter baixa habilidade para manter a prenhez, mesmo que o seu utero

tenha apresentado um endométrio normal na bidpsia.

Nao existem relatos de éguas XO que sejam férteis a ponto de gerar e parir potros
saudaveis. Bowling (1985) desmentiu o relato de uma égua com o cariétipo 63,XO que havia
produzido dois potros. Foram coletadas amostras sanguineas da égua, dos seus dois potros, do

pai dos potros e do pai da égua. Os dois potros se qualificaram como descendentes dos pais
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relatados, porém, a égua XO em questao ndo poderia ser descendente do seu suposto pai. O
autor sugeriu como hipdtese alternativa que uma égua fértil tenha sido substituida pela égua
XO como mae. Em uma busca pelos registros sanguineos, identificou-se apenas uma outra
égua com o mesmo tipo sanguineo e essa égua era de propriedade de quem havia relatado a

¢gua XO como mae dos dois potros.

Burgoyne; Baker (1981) desenvolveram um estudo que durante o periodo observado,
uma rata com apenas um cromossomo sexual — XO, apresentava aproximadamente a metade
do numero de odcitos encontrados em uma rata com os dois cromossomos sexuais - XX. Os
autores constataram ainda que ratas XO sdo férteis, porém se tornam estéreis mais novas do

que ratas XX normalmente se tornariam.

Wray; Freeman; Ming (1981) relataram o caso de uma mulher confirmada portadora da
Sindrome de Turner — caridtipo 45,XO, através da anélise de varios tecidos, inclusive dos
ovarios, que levou a termo duas gestacdes, sendo suas duas filhas com o caridtipo linfocitario
46,XX. Além dela, outras nove mulheres aparentemente 45,XO ndo-mosaico foram

reportadas, mostrando que ha func¢do ovariana em portadoras deste cariotipo.

Como a idade de maturidade sexual das éguas estd entre a da rata e da mulher, Long
(1988) argumenta que algumas éguas XO poderiam ser capazes de produzir pelo menos um

potro em sua vida inteira.
2.3 Quimerismo e Mosaicismo

O termo quimerismo ¢ oriundo da mitologia grega, onde quimera ¢ um ser composto
por partes de diferentes animais. Na biologia, esse termo ¢ usado para fazer referéncias a
organismos que apresentam células derivadas de mais de um zigoto (TEPLITZ; BEUTLER,
1966). O quimerismo ¢ mais identificado em bovinos devido ao fenomeno chamado
freemartin — infertilidade em fémeas nascidas de parto gemelar com macho (HERSCHLER;

FECHHEIMER, 1967).

Hé uma troca entre “células formadoras de sangue” entre os dois fetos de uma mesma
prenhez. Estas células acabam se estabelecendo no tecido do outro gémeo e persistindo na
vida adulta (BOWLING; RUVINSKY, 2000). H4 uma anastomose vascular entre os fetos em
cerca de 40% das éguas que emprenham de gémeos (VANDEPLASSCHE; PODLIACHOUK;
BEAUD, 1970). Os dois fetos sao chamados de quimeras, que ¢ definido por apresentarem

uma mistura de duas populagdes de células sanguineas, sendo que uma corresponde ao seu
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proprio gendtipo e a outra corresponde ao gémeo que partilhou a gestacio (BOWLING;

RUVINSKY, 2000).

Pode-se denominar quimera um organismo que apresente quantidades detectaveis das
duas populacdes celulares, mas em alguns casos um dos dois tipos celulares estio muito
dispersos no sangue e acabam por nao serem detectados no teste sanguineo, o que pode causar

erro de interpretagdo do teste (BOWLING; RUVINSKY, 2000).

O mosaicismo ndo se trata de uma fusdo de células de individuos diferentes como o
quimerismo, mas sim de uma modificacdo genética de células que pertencem a um mesmo
individuo. Mosaicismo de cromossomos sexuais em equinos tem sido encontrado por estar

associado com anormalidades reprodutivas e infertilidade (HALNAN, 1985).
2.3.1 Quimerismo 64, XX/64, XY

Esse € o cariotipo caracteristico de um animal quimera que tem origem de uma prenhez
gemelar (BUGNO; SLOTA; KOSCIELNY, 2007), onde o individuo possui duas linhagens
distintas de células, uma advinda do seu proprio organismo e outra advinda do gémeo que
compartilha a gestagdo. Segundo Long (1988), um caridtipo 64,XX/XY ndo indica,
necessariamente, problemas de fertilidade, diferentemente do que acontece na espécie bovina,
no fendmeno chamado freemartin, onde as fémeas que nascem sao inférteis (HERSCHLER;

FECHHEIMER, 1967).

Bugno; Slota; Koscielny (2007) ao pesquisarem o cariotipo de 500 animais,
investigaram uma égua que apresentou o cariotipo 64,XX/64,XY. Essa égua tinha apenas 2
meses na data da coleta de dados e apresentou 63% da linhagem 64,XY e 37% da linhagem
64,XX. Os orgdos genitais externos apresentavam aparéncia normal e os internos nao foram

examinados, pois o animal era muito jovem.

Ao investigar 10 éguas com problemas reprodutivos, Moreno-Millan; Rodero; Alonso;
Sanz (1991) encontraram duas as quais o caridtipo apresentado era 64,XX/64XY. Uma delas
apresentava o fendtipo normal, com vulva e area perineal tipica de uma égua nulipara. A
palpagdo retal foi revelada a presenga dos ovarios que estavam menores do que geralmente
seriam, além da superficie lisa. Além disso, essa €gua apresentava comportamento agressivo
com outras éguas, ndo apresentava estro e ndo respondeu ao tratamento conceptivo prescrito.
A outra égua foi descrita com uma aparéncia de macho e no lugar dos ovarios foi encontrada

apenas uma estrutura semelhante a um testiculo no lado esquerdo, mas na analise histologica
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foi visto uma severa hipoplasia ovariana e nenhuma estrutura correspondente ao tecido

testicular foi encontrada.
2.3.2 Mosaicismo 63,X0/64,XX

O mosaicismo 63,X0/64,XX poderia ser mais comumente encontrado se as andlises
citogenéticas fossem empregadas mais frequentemente, j4 que ao examinar 18 éguas com
historico reprodutivo normal, Halnan (1985) constatou que duas delas possuiam o cariotipo
mosaico 63,X0/64,XX. No mesmo estudo, Halnan também constatou que de outras nove

éguas que eram estéreis ou inférteis, oito delas eram 63,X0/64,XX.

Em um outro trabalho desenvolvido por Bugno; Slota; Koscielny (2007), de 10 éguas
identificadas com anormalidades cromossomicas, 7 possuiam o caridtipo 63,X0/64,XX.
Todas as éguas eram fenotipicamente normais, mas cinco delas ndo puderam ser examinadas
internamente por serem muito jovens. As outras duas apresentavam estro e desenvolvimento

dos 6rgaos sexuais normal.

Hughes; Benirschke; Kennedy; Trommershausen-Smith (1975) ao analisarem o
cariotipo de 5 éguas fenotipicamente normais mas inférteis, encontraram uma com o cariétipo
63,X0/64,XX. Essa égua foi descrita pelos autores como mais baixa ¢ mais leve do que o
padrao da raga, sendo que os seus ancestrais eram de tamanho normal. Nao possuem padrao
ciclico para o comportamento estral e por vezes demonstram sinais de estro por alguns dias e

entdo passam longos periodos sem demonstrar (PRESTES et al., 2007).

Além disso, os autores encontraram uma incidéncia menor (1,75%) de baquetas nos
neutrofilos de éguas com esse cariotipo em comparagdo com éguas controle (4%). REID;
WEATHERSTON; ROBINSON (1987) relataram o caso de uma égua 63,X0/64,XX com 2%

de neutrofilos com baquetas.
2.3.3 Mosaicismo 63, X0/64, XY

Das anormalidades cromossdmicas encontradas, o caridtipo 63,X0/64,XY ¢ o menos
relatado em éguas. Hughes; Trommershausen-Smith (1977) relataram que de 12 éguas
investigadas por apresentarem problemas de fertilidade, as 12 apresentavam alteracdes

cromossdmicas, porém apenas uma tinha o cariotipo 63,X0/64,XY.

As éguas do estudo acima referido apresentavam caracteristicas fenotipicas normais,
com utero e cervix flacidos e os ovarios pequenos, lisos e firmes a palpacdo retal. A cérvix

estava dilatada ao exame com o espéculo vaginal a ponto de ser possivel olhar diretamente
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para o interior do utero. Dessa forma, foi possivel diferenciar a anomalia dos animais apenas

pela cariotipagem usando linfocitos obtidos de sangue periférico.
2.4 65, XXX

Similarmente as outras anormalidades cromossdmicas ja relatadas anteriormente, as
¢guas condicionadas a trissomia do cromossomo X também apresentam problemas de
fertilidade. Podem apresentar ovarios nao detectaveis a palpacdo (HINRICHS; RIERA;
KLUNDER, 1989) ou muito pequenos, pouca ou nenhuma sinalizacdo de estro, além de um
utero infantilizado ou pouco desenvolvido (STEWART-SCOTT, 1988; DE LORENZI et al.,
2010).

Moreno-Millan; Rodero; Alonso; Sanz (1990) descreveram o caso de uma égua
65,XXX que apesar de apresentar uma vulva normal, apresentava duas formacdes testiculares

na regido inguinal e uma vagina curta e fechada no final. Nao foi detectado ttero ou ovarios.

Na literatura ainda existem poucos relatos de éguas 65, XXX (BUGNO et al., 2003),
mas a maioria dos casos estdo presentes em um Status mosaico (DE LORENZI et al., 2010).
O primeiro caso foi descrito em 1975, por Chandley et al. e nos casos relatados
posteriormente (STEWART-SCOTT, 1988; BUGNO et al., 2003) a infertilidade das éguas foi

a principal motivacao para a investigacao do caridtipo.

Hinrichs, Riera; Klunder (1989) realizaram trés transferéncias de embrides em ocasides
diferentes para uma égua 65, XXX. Nao houve nenhum resultado na primeira nem na segunda
transferéncia, mas na terceira transferéncia, no dia 14 pds ovulagdo da doadora, através do
exame ultrassonografico, foi encontrada uma vesicula embrionaria de 20 mm de aparéncia
normal. Ao ser examinada por ultrassonografia novamente no dia 18, a vesicula embrionaria

nao foi mais encontrada além de ser constatada a presenca de fluido livre no endométrio.
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3 ANALISES CITOGENETICAS

As andlises citogenéticas em equinos tém beneficiado a industria do cavalo por
identificar aberracdes cromossdmicas causando anormalidades congénitas, perdas
embrionarias e infertilidade (LEAR; BAILEY, 2008). Normalmente apenas éguas ou
garanhdes de alto valor genético que apresentam problemas de infertilidade ou subfertilidade

sdo submetidos a estudos citogenéticos (DEMYDA-PEYRAS et al., 2013).

Para fazer uma anélise citogenética deve-se fazer uma preparacido de material através de
linfécitos sanguineos ou de culturas de tecido fibroso obtido de bidpsia de pele (HUGHES;
KENNEDY; BENIRSCHKE, 1975).

Sdo trés os métodos mais comuns de andlises citogenéticas para identificacdo de

anormalidades cromossOmicas sexuais.
3.1 FISH

O teste FISH (fluorescence in situ hybridization) é o método mais comumente utilizado
(SPEICHER; CARTER, 2005). Tem como objetivo identificar uma sequéncia de DNA que ¢
complementar a sonda utilizada e trata-se de um teste rapido (CHAUFFAILLE, 2008). Esse
método utiliza sondas especificas para perda, adigdo ou translocagio de genes. E uma técnica
muito util na determinacdo de porcentagens de células trissomicas em casos de
quimerismo/mosaicismo se tornando importante por que essa porcentagem influencia na
expressao fenotipica (LORENZI et al., 2010). Além disso, ¢ uma das areas que tem crescido

rapidamente no diagndstico de tumores (CUI; SHU; LI, 2016).

FISH tem sido amplamente aplicado na area da pesquisa, em estudos dos processos
biologicos como replicagdo do DNA, processamento do RNA e expressdao génica, estudos da
evolucdo do cromossomo, incluindo a conservacdo de sequéncias e rearranjamentos entre
espécies. Esse método tem se mostrado indispensavel nos laboratorios por ser um método
autonomo nao so6 de detec¢do e caracterizagdo na analise cromossOmica, mas também da

aquisicdo e constituicao das anormalidades cromossomicas (TSUCHIYA, 2011).
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Em humanos pode ser feito através da analise de células ndo cultivadas do fluido
amnidtico ou da amostra de vilosidades coridnicas como um procedimento padrao para a

detec¢do de aneuploidia ou desordens gendmicas (CUI; SHU; LI, 2016).

3.2 G-Banding — Giemsa Banding

G-banding ¢ um método que torna a visualiza¢ao do caridtipo facil através da coloragao
dos cromossomos condensados. Para tal, ¢ utilizado o corante de Giemsa - dai que provém a

sua nomenclatura alternativa.

Os cromossomos sdo tratados com tripsina para que haja a digestdo parcial do
cromossomo, que sdo entdo corados com o corante de Giemsa. As regides heterocromaticas,
ricas em adenina e timina e parcialmente pobres em genes, coram mais escuras no
bandeamento G. A cromatina menos condensada, geralmente com maior teor de citosina e

guanina incorpora menos corante, tornando-se assim, mais claras no bandeamento.
3.3 C-Banding

C-banding ¢ um método que torna possivel distinguir um cromossomo X de um
cromossomo Y. O cromossomo X apresenta uma banda C pericentromérica e uma banda C
intersticial na parte central do brago longo. Devido a presenca de heterocromatina constitutiva
no acrocentro de Y, este se apresenta quase que completamente enegrecido (PAILHOUX;

CRIBIU; PARMA; COTINOT, 1995).
3.4 AMEL

Hasegawa et al, (2000) desenvolveram um método para determinar a presencga tanto do
cromossomo sexual quanto a regido do gene SRY, usando uma amplificacdo simultanea de
genes de amelogenina (AMEL) encontrados tanto nos cromossomos X ¢ Y quanto no gene
SRY equino. Se trata de um método que permite um diagnoéstico rapido para éguas XY antes

de realizar uma outra anélise citogenética do cromossomo Y, que requer tempo e experiéncia.

Como hé uma diferenga de tamanho entre os genes AMEL dos cromossomos X e Y,
apenas um gene AMEL esta ligado ao cromossomo X em éguas normais, enquanto que em
garanhdes normais sdo observados genes de AMEL ligados tanto nos cromossomos X e Y.
Apesar desse método tornar possivel um rapido diagndstico em éguas 64,XY inférteis, ele

ainda ¢ pouco utilizado.
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4 CONCLUSAO

Geralmente a andlise citogenética ¢ uma opg¢ao de exame quando n3o se encontra nada
que justifique a infertilidade das éguas, porém a incidéncia de anormalidades pode variar na
populacdo amostral. Com um n de 25 éguas inférteis, Long (1988) encontrou 12% de
anormalidades cromossdmicas, enquanto Chandley et al. (1975) com um n de 9 éguas
inférteis declara 77% de anormalidades cromossdmicas, porém uma das éguas apresentou
anormalidade cromossdmica nao relacionada aos cromossomos sexuais, sendo entdo 66,6%
de anormalidades cromossomicas sexuais. J& Bugno, Slota e Koscielny (2007) encontraram
uma incidéncia de 3,7% em um n de 272 éguas que ndo foram submetidas a nenhum exame
reprodutivo anterior, ndo sendo assim classificadas em férteis ou inférteis.

Aparentemente a presenca do gene SRY em animais com a Sindrome do Sexo Reverso
gera algumas alteragdes fenotipicas ou comportamentais, conforme a descricdo das éguas que
apresentaram comportamento sexual de macho e uma aparéncia semelhante a um garanhao
(SWITONSKI et al., 2004; MAKINEN et al., 2001).

Animais com o cariotipo 64,XY conhecido sdo investigados em sua maioria, assim
como todas as outras anormalidades cromossOmicas sexuais, por apresentarem problemas de
fertilidade. Uma égua com o caridtipo 64,XY apresentou-se fértil (SHARP; WACHTEL;
BENIRSCHKE, 1980). Porém os autores especulam a possibilidade da presenga de células
XX ou XO ocultas nos ovarios, o que justificaria a fertilidade da égua, tornando-a desta forma
um animal com quimerismo, ndo com sindrome do sexo reverso.

Pesquisadores da sindrome de Turner, em humanos, ao relatar casos de mulheres XO
que foram capazes de levar as gestagdes a termo, questionam a necessidade absoluta da
presenga dos dois cromossomos sexuais na mulher como requisito para a fertilidade. Porém, a
infertilidade ¢ o principal Sinal de éguas que apresentam o cariotipo 63,XO e mesmo com 0
argumento de Long (1985), de que algumas éguas XO poderiam ser capazes de produzir pelo
menos um potro em sua vida inteira, nenhuma prenhez provinda de éguas com monossomia
do cromossomo X foi relatada até o0 momento.

Por vezes o mosaicismo 63,X0/64,XX pode ndo ser determinante de infertilidade como

apontado por Halnan (1985). Porém, o mesmo estudo indicou que 88,8% das éguas estéreis
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ou inférteis estudadas foram identificadas como 63,X0/64,XX. Estes diferentes resultados
provindos de um mesmo estudo, com um mesmo delineamento, poderiam ser justificados pela
quantidade de células sanguineas de cada cariotipo em cada égua.

Em contraste com humanos onde a maior parte das mulheres com o cariotipo 45, XXX
menstrua normalmente e é capaz de conceber uma crianga (JOHNSTON et al., 1961), as
éguas com o caridtipo 65, XXX aparentemente sdo inférteis, ndo sendo capazes nem de

manter um embrido provindo de uma transferéncia (HINRICHS; RIERA; KLUNDER, 1989).

Pelo fato de muitos autores indicarem diferentes prevaléncias das anormalidades
cromossOmicas sexuais, talvez fosse necessario fazer um estudo mais abrangente, com um
nimero maior de animais, de diferentes racas e de diferentes regides. Semelhante ao que
Bugno; Slota; Koscielny (2007) fizeram ao analisar 272 éguas, entre férteis e inférteis, de

mais de dez ragas, nos permitindo observar uma prevaléncia de animais 63,X0/64,XX.
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