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Titulo: Utilizacdo do ultrassom para diagnosticar a prenbez sexo de fetos de
pequenos ruminantes gerados a partir de montaahauta transferéncia de
embrides frescos, congelados e vitrificados.

Autor : Leopoldo Mayer de Freitas Neto
Orientador: Marcos Antonio Lemos de Oliveira

Resumo

Com este trabalho, dividido em trés experimentbgtvou-se verificar a possibilidade
de realizar o diagndstico de prenhez em cabraglbas/por diferentes vias de acesso e
sexar fetos originados de monta natural e da eafistia de embrides frescos e
criopreservados. Os exames foram realizados comaparelho de ultrassom equipado
com um transdutor linear (6,0 e 8,0 MHz) utilizageelas vias transretal e
transabdominal e outro microconvexo (5,0 e 7,5 Métmjocavitario utilizado por via
transvaginal. No primeiro experimento verificou-s viabilidade do exame
ultrassonografico pelas vias transretal, transalitdre transvaginal para diagnosticar a
gestacdo de cabras (n = 240) e ovelhas (n = 328)/nd>, 6(° e 75 dia. Nas cabras e
ovelhas, o exame ultrassonografico pela via tréaisi@ mais rapido (P < 0, 05) no 80
e no 45 dia da gestacdo, mas, pela via transabdominahdis rapido no 60 no 75
dia. Em ambas as espécies, a duracao do diagndstgestacao foi maior (P < 0,05) no
30 dia do que nos demais, enquanto que a duracamgioddtico no 75dia foi menor

(P < 0,05) do que no 4% 60. Independentemente da via de exame e do dia da
gestacdo, o tempo médio para diagnosticar a gestacénenor (P < 0,05) nas cabras
do que nas ovelhas. Independentemente da espdaidia da gestacédo, o tempo medio
para diagnosticar a gestacao pela via transrataddaor (P < 0,05) do que as demais e
o da transvaginal foi menor (P < 0,05) do que ovidatransabdominal. No segundo
experimento, com a finalidade de aperfeicoar agemade fetos (n = 123) caprinos da
raca Boer por via transretal, procurou-se idertific periodo de migracéo do tubérculo
genital e sua diferenciacdo nas estruturas daajanide fetos derivados de monta
natural (TI) e da transferéncia de embrides fre§Eby congelados (TIII) e vitrificados
(TIV) colhidos 7 dias ap0s a cobertura. A migradactubérculo genital ocorreu mais
cedo (P < 0,05) no TI (42,21+2,86 dias) do que rib (43,98+3,00 dias), TIII
(44,97+1,83 dias) e no TIV (44,58+1,97 dias). Aibhiizacdo da bolsa escrotal,
prepucio e vulva ocorreu precocemente (P < 0,05Th¢45,22+1,25; 45,95+1,53;
45,01+1,03 dias) do que no Tl (53,25 + 2,02; 533792; 51,76 + 2,10 dias), Tl
(563,25 +2,02; 53,37 +1,92; 51.76 +2,10 dias) T& (54,06+1,75; 52,46 + 1,95;
51,91 + 2,06 dias). No terceiro experimento, copraposito de aperfeicoar a sexagem
de fetos (n = 130) ovinos da raca Dorper por \aadretal, procurou-se identificar o
periodo de migracdo do tubérculo genital e suaatifdacdo nas estruturas da genitalia
de fetos derivados de monta natural (Tl) e da teaédscia de embrides frescos (TlI),
congelados (TIII) e vitrificados (TIV) colhidos 7ad apos a cobertura. A migracéo do
tubérculo genital ocorreu mais cedo (P < 0,05) h{#%,21 + 3,31 dias) do que no TII
(48,50 = 3,70 dias), TII (48.50+3.70dias) e nblvV (48,85 *3,23dias). A
visibilizacdo da bolsa escrotal, prepucio e vulgarceu precocemente (P < 0,05) no TI
(51,20 £ 2,56; 50,35+1,59; 49,75+1,73dias) dmwe no TI (53,25+2,02;
53,37 £1,92; 51,76 £ 2,10 dias), Tl (53,25 +2,63,37 + 1,92; 51.76 + 2,10 dias) e
TIV (54,06£1,75; 52,46 + 1,95; 51,91 + 2,06 dial%. resultados permitem concluir que
o diagnodstico de gestacdo pode ser realizado p&astransretal, transabdominal e
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transvaginal, bem como que é mais rapido pelaaistetal, na gestacdo avancada e na
espécie caprina. E também permissivel concluir qom, base no posicionamento final
do tubérculo genital, é recomendavel sexar fetpsrmas provenientes de monta natural
somente a partir do 83lia de prenhez e a partir do°aia naqueles derivados da
transferéncia de embrides frescos e criopreservatissovinos a sexagem fetal ja pode
ser efetuada a partir do%dia de prenhez nos fetos oriundos de monta naguaagartir

do 5% dia naqueles originados da transferéncia de eswfi@scos e criopreservados.
Ainda é possivel concluir que a ultrassonografia tempo real € uma ferramenta
importante para diagnosticar precocemente a prenb&zequenos ruminantes, assim
como identificar o sexo fetal nos primeiros 60 dlaggestacao.

Palavras-chave:transdutor linear, transdutor microconvexo, tubkrgenital, vulva.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
Tese de Doutorado em Ciéncia Veterinaria

Recife, 06 de maio de 2010.
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Title: Use of ultrasound to diagnose pregnancy and fetxl of small ruminant
originating from natural mating and from fresh, Zea and vitrified embryo
transfer.

Author : Leopoldo Mayer de Freitas Neto
Advisor: Marcos Antonio Lemos de Oliveira

Abstract

In this work, divided into three experiments, the avas to verify the possibility to
diagnose the pregnancy of does and ewes by ditfpeghway access and diagnose the
fetuses sex originated by natural mating and teansf fresh and cryopreserved
embryos. The examinations were carried out usingltaasound scanner equipped with
a linear transducer (6.0 and 8.0 MHz) used by tesmal and transabdominal via and a
microconvex endocavitary (5.0 and 7.5 MHz) transducsed by transvaginal via. In
the first experiment was verified the viability die ultrasound examination by
transretal, transabdominal and transvaginal vididgnose pregnancy in goats (n = 240)
and ewes (n = 320) at days"3®5", 60" and 7%\ In does and ewes the ultrasound
examination was faster (P < 0.05) on day¥ a@d 4%' of pregnancy, however by
transabdominal via was faster on day"6énd 7%. In both species the time of
pregnancy diagnose was greater (P < 0.05) on d4ytt&th the others days while this
time was smallest (P < 0.05) at day"#han day 48 and 60'. Independent of the
examination via and the day of pregnancy the awetiage to diagnose the pregnancy
was shorter (P < 0.05) in does than in ewes. Inu#ipg of the specie and the day of
pregnancy the average time to diagnose the pregrantransrectal via was shorter (P
< 0.05) than the other vias and the transvaginalwas shorter (P < 0.05) than the
transabdominal one. In the second experiment, dieraio improve the sexing of Boer
fetuses (n = 123) by transrectal ultrasonograptg,am was to identify the migration
period of the genital tubercle and its later diéfaiation into genital structures in fetuses
derived from natural mating (TI) and fetus fromshe(Tll), frozen (TIll) and vitrified
(TIV) embryo transfer collected 7 days after bregdMigration of the genital tubercle
occurred earlier (P <0.05) in Tl (45.21 £ 3.31slayhan in Tl (48.50 £ 3.70 days),
Tl (48.93 + 3.61 days) and TIV (48.85 + 3.23 dayBhe visualization of the scrotum,
prepuce and vulva occurred earlieP <0.05) in TI(51.20 + 2.56; 50.35 = 1.59;
49.75 +1.73days) than in TI(53.25+£2.02; 53#37.92; 51.76 +2.10 days),
TN (53.37 £1.92; 52.31+2.00; 51+78+2.22 ydp and TIV (54.06+1.75;
52.46 £ 1.95; 51.91 + 2.06 days). In the third ewpent, in order to improve fetal
sexing by ultrasonography in Dorper ewe breed (188), the objective was to identify
the migration period of the genital tubercle ané theriod of the visualization of
external genital structures in fetuses derived froatural mating (TI) and from fresh
(TN, frozen (TII) and vitrified (TIV) embryos &insfer collected 7 days after breeding.
Migration of the genital tubercle occurred earlier< 0.05) in Tl (42.21+2.86 days)
than in Tl (43.98£3.00 days), Tl (44.97+1.83 gxyand TIV (44.58+1.97days). The
visualization of scrotal bag, prepuce and vulvauoid, respectively, earlier (P < 0.05)
in Tl (45.22+1.25; 45.95+1.53; 45.01+.103 days)ntia Tl (48.91+1.92; 48.52+1.41;
47.41+1.41 days), THI (49.97+1.08; 49.18+2.00; 6#&1.82 days) and TIV
(50.12+1.66; 49.27+1.1.61; 47.93+1.92 dayBe results allow to conclude that the
pregnancy diagnose may be performed by transrdraalsabdominal and transvaginal
via, as well as, that is faster by transrectaland hat the time for diagnosing is shorter
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in advanced pregnancy and in goat specie. Is alssilgle to conclude, taking into
consideration the final position of the genitaldutle, that goat fetal sexing can be done
from the 55th day onward in fetuses produced byraatmating and from the 60th day
onward in fetuses derived from cryopreserved ensritocan also be concluded that,
real-time ultrasonography is a reliable tool fdafesex determination in sheep after Day
50 of pregnancy taking into account both the lacaif the genital tubercle and the
identification of external genital structures. Wiree species the fetal sexing can be done
from the 50th day onward in fetuses produced byrahmating and from the 55th day
onward in fetuses derived from cryopreserved ensrizmnally is possible to conclude
that real-time ultrasonography is a reliable taml éarly pregnancy diagnose in small
ruminant as well as that to identify the sex onfitst 60 days of pregnancy.

Key-words: linear transducer, microconvex transducer, getita¢rcle, vulva.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
Doctor’s Teses in Veterinary Science

Recife, May 06, 2010



1 - INTRODUCAO

Ao se analisar o sistema agroindustrial da capswipecultura brasileira, assim como
seus principais pontos tecnolégicos de estrangulmeos diversos segmentos, detecta-se
certo distanciamento entre algumas instituicOepasguisa e 0s 0rgaos representativos dos
produtores (SILVA, 1996). E evidente que a pesginstitucional, nos Gltimos 20 anos,
ainda nao contribuiu significativamente com esswidaide pecuaria no Pais, sendo
importante identificar, na pratica, as demandasdiatas do produtor para direcionar os
projetos, de tal modo que, de fato, os impactosolégicos constituam-se em insumos de
grande importancia e nao figuem restritos apenaspasquisadores (BANDEIRA et al.,
2004).

A caprino-ovinocultura brasileira € uma alternatsastentavel para a geracédo de
renda e fixacdo da populacdo rural nas atividageprdducdo primaria, consolidando-se
como um segmento de grande importancia para o dasanento sécio-econdémico do pais
(BANDEIRA et al., 2004). Essas espécies ruminamqtesconstituirem-se em grande fonte de
proteina animal representam um importante setogcdaomia de paises produtores e, por
iSS0, necessitam de suporte técnico para viabizarmento de sua produtividade.

A adequada reproducéo dos caprinos e ovinos é @gnpatos iniciais da cadeia de
eventos do processo produtivo e sua ineficiéncmptomete a lucratividade da exploracao
em consequéncia de afetar o potencial produtiveedanho (BICUDO, 2002). Considerando
que a caprino-ovinocultura deve ser racionalmerptoeada em fungédo do monitoramento
reprodutivo assumir um importante papel na esaaldupiva, faz-se necessario implementar
a utilizacé@o de biotécnicas que maximizem a prodigde do rebanho (SANTOS, 2003).

Sendo assim, nos ultimos anos, foram desenvolvidessérie de biotécnicas, como a
inseminacao artificial (1A) e a transferéncia debeiges (TE) na expectativa de maximizar a
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos e de tecnificaroducdo das criagbes mais estruturadas.

No caso especifico da TE, a escassez de fémegstaiexe para atender a demanda de



embrides produzidos através da superestimulacdodmal motivou o desenvolvimento de
métodos de criopreservacgao para evitar o despermidsi embrides excedentes e possibilitar a
formacdo de bancos com estruturas geneticamentriags (PALASZ e MAPLETOFT,
1996; TRALDI et al., 1999).

Tanto a congelacdo quanto a vitrificacdo de embyriapesar dos diversos meétodos
desenvolvidos até o momento, ainda apresentamepnalsl por ndo estarem completamente
dominadas nos pequenos ruminantes (RALL, 1987; HAPRPOULOS et al., 2002)

Nos caprinos e ovinos ainda predomina o meétodoo lelet congelacdo, também
conhecido como método classico de criopreservaB&RIL et al., 1989; FIENI et al., 1995;
SOMGSASEN et al., 1995). Todavia, a formacéo detas de gelo, as variacdes osmoticas,
o efeito toxico dos crioprotetores e os concensadwacelulares de eletrolitos, promovendo
danos na zona pellcida, alterando o posicionamdato organelas intracelulares e do
citoesqueleto da célula embrionaria sdo os fatmétantes mais evidentes que limitam os
resultados desse método (MASSIP et al., 1995; DOIBRIY, 1996; KASAI, 1996; KASAI
et al., 1996; MARTINO et al., 1996; SAHA et al.,98).

Estabelecer um protocolo de congelacédo/descongetic@mbrides que seja pratico,
rapido e eficaz € o principal desafio da criopnesgfio e nesse contexto, 0 método de
vitrificacdo, que consiste na exposicdo do embadarioprotetor em alta concentracédo e a
direta imersdo em nitrogénio liquido, surge coma @iternativa interessante por favorecer a
rotina da TE com embrides criopreservados (ISACHBENS al., 2003). Além do exposto e
de requerer menor tempo operacional, a vitrificagéoembrides utiliza menor volume de
solucdes e evita os efeitos deletérios da formdeawistais de gelo intra e extracelulares que
danificam as organelas e as membranas celulare$J&A2000; PAPADOPOQULOS et al.,
2002)

Na realidade, essas biotécnicas tém contribuida pamentar a fertilidade, a

prolificidade e acelerar o melhoramento genétice rdtvanhos, bem como tém favorecido os



proprietarios na tomada de decisdes sobre a explmrga que permitem submeter seus
rebanhos a graus maiores ou menores de inten&ific&ntretanto, € preciso considerar que a
utilizacdo de biotécnicas aplicadas a reproducgaerealto investimento financeiro e, por

ISSO mesmo, necessita de um comércio atraente eagpsgyure, rotatividade e retono do
capital investido, pelo menos a medio prazo.

A sexagem fetal nos pequenos ruminantes pode atasdecessidades de pesquisas
em diferentes areas. Na pesquisa fundamental, agla per direcionada para diagnosticar
precocemente o sexo de fetos gerados através danmtAsémen sexado (CRAN et al., 1997;
JOHNSON, 2000; GARNER, 2001), atraves da TE com osexé-determinado
(GUTIERREZ-ADAN et al., 1997) ou ainda através debeades produzidosn vitro pela
técnica da injecao intracitoplasmatica de espermdade (CATT et al., 1996). Quanto a sua
aplicabilidade pratica, pode-se destacar sua i@poid para a producédo animal por permitir
um melhor planejamento para adquirir e comerciabremais do proprio rebanho (HAIBEL,
1990) e facilitar a coordenacéo de acdes que viaeianalizar a producéo e a lucratividade.
Este melhor planejamento implica numa maior comagéb de fémeas nos rebanhos leiteiros
e de machos nos de carne (REICHENBACH et al., 2004)

Até pouco tempo, acreditava-se que a identificadéo sexo fetal através da
ultrassonografia ja era possivel de ser realizad#oeno do 40° dia de gestacdo nos pequenos
ruminantes, sugestdo que contribuia para que fossemetidos muitos diagndsticos
equivocados. Existia também a recomendacdo de $eto@r nos pequenos ruminantes em
dois periodos, sendo o primeiro entre 0 50° e @BBde gestacdo, podendo ser efetuado até o
64° dia, mas com precisdo diagndstica inferior (BURLL, 2002). Essa ampla variagdo
contribuia para aumentar a eficiéncia do diagnésticlimitava a difusdo desse método,
principalmente em condigbes de campo para atersdleeeessidades dos profissionais que

lidam com a reproducgé&o assistida de pequenos ratesa



Na atualidade é possivel afirmar que a migracatubérculo genital ja ocorre antes
dos 40 dias nos fetos da espécie ovina, estendendte proximo do 50° dia de gestacao
(SANTOS et al., 2006) e que nos da espécie capEssa migracdo € um pouco mais tardia,
ocorrendo apdés o 40° dia, mas podendo estenddespr@imo do 55° dia de gestacéo
(SANTOS et al., 2005). Esses resultados permitresomendar a sexagem fetal nos ovinos a
partir do 50° dia de gestacdo e a de caprinos @ dia com boa margem de seguranca
para evitar que fetos do sexo masculino sejam iddmente sexados como do sexo
feminino. Além disso, existe também a sugestaoasesexar fetos a partir do 100° dia de
gestacao porque seu tamanho dificulta o exame & indoperador cometer equivocos no
diagndstico (SANTOS et al., 2004a).

Dados preliminares relatados por Santos et al.7)@8monstraram que a migracao
do tubérculo genital de fetos ovinos provenientasTE com embrides congelados ocorre
mais tardiamente do que os originados de montaalatazao pela qual existe a propenséao de
ser sugerido que a sexagem fetal seja realizada dias mais tarde (55° dia de gestacéo) do
que a realizada com fetos provenientes de montaahaPrévios estudos conduzidos por
PTAK et al. (1999), TRALDI et al. (1999) e PAPADOBOOS et al. (2002) demonstraram
que a criopreservacdo de embrides prolonga o mededgestacdo, pelo menos, em quatro
dias devido a um possivel retardo no restabeletonela atividade celular apdés a
descongelacao.

A proposta desta pesquisa € inicialmente justificadrque esta fundamentada na
expectativa de definir o periodo ideal de sexarsfegprinos e ovinos originados de embrides
frescos, congelados, vitrificados e provenientesndmta natural, quando o exame for
realizado somente com base na localizacdo do wibégenital. Ainda € justificada porque
aferindo o tempo de diferenciagdo do tubérculotgenas estruturas da genitalia externa sera
possivel definir o periodo mais precoce de sextsferovenientes de embrides frescos,

criopreservados e de monta natural quando a pr@sdegssas estruturas for levada em



consideracao. Ainda é justificada porque os redo#tardo contribuir, em curto prazo, para
difundir esse método no seio do setor produtivo comseqiiente aguecimento do comercio
de gestantes com fetos sexados, estimulando antapéo de novos programas de IA e TE.
Finalmente é justificada por ndo existir estudo edbamte ao aqui elaborado, bem como

porque devera contribuir para transformar o modalal da producédo pecuaria tecnificada.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Técnicas ultrassonograficas

Por muitos anos, as técnicas ultrassonograficasegyagas no diagnéstico de gestacao
em pequenos ruminantes domesticos, utilizaram-sefeitm doppler e do scan modo A, em
que as ondas ultrassonicas refletidas sdo cappmi@aequipamento e traduzidas em sinais
luminosos ou sonoros.

A partir da década de 80, passou-se a utilizaidgésmue traduzem as ondas refletidas
por imagens (modo B) e que, por analogia, perméenterpretacdo das estruturas (BICUDO,
2003). Na atualidade, existem varios modelos, nsagceonfiguracdes de equipamentos que
podem ser utilizados na deteccao da prenhez pgem&CHALHOUB et al., 2004).

Um importante componente do aparelho de ultrassoterdpo real é o transdutor em
funcdo de ser responsavel pela emissao das ondagftgtirdo nos tecidos e se converterao
nas imagens. Estes transdutores podem ser lingaesformam imagens retangulares,
convexos e setoriais mecanicos que originam imaggscas (BUCKRELL, 1988;
BICUDO, 2003). Estes transdutores apresentam amaii@es de frequéncia que varia de
2,25 a 8,0 MHz, ressalta-se que as frequénciaseteiadas proporcionam melhor resolucéo
de imagem, enquanto que as mais baixas permiteraleance de maior profundidade das
ondas ultrassonicas com qualidade de imagem infepiar ndo ser tdo detalhada
(BUCKRELL, 1988).

O desenvolvimento de equipamentos de ultrassomimm $can-B com maior
resolucdo de imagem e o aperfeicoamento dos treoredunos Ultimos anos determinaram
maior acuracia e rapidez no diagnostico de gestag@odeterminacdo do niumero de fetos em
caprinos e ovinos, além de possibilitar a detergfinado sexo nas referidas espécies
(COUGHBROUGH e CASTELL, 1998; NAN et al., 2001; BBREL, 2002; BURSTEL et

al., 2002). Para o diagnostico de gestacdo, genddnsdio utilizados equipamentos simples e



economicamente mais acessiveis (KAULFUSS et a@9)19odavia, para a identificacdo do
sexo fetal é necessario que sejam produzidas irmagen maior detalhamento das estruturas
fetais, aspectos que sdo melhores obtidos atrawésgdipamentos mais sofisticados que
permitamndo somente a utilizacdo de transdutores com freipe€ mais elevadas, mas
também o uso concomitante de diferentes transdytdi@@o que determina maiores
investimentos (COUGHBROUGH e CASTELL, 1998; BURSTERI002; BURSTEL et al.,
2002).

A data da primeira visualizacdo das diferentesctaristicas gestacionais € bastante
variavel (BUCKRELL et al., 1986; ISHWAR, 1995; MAKIlet al., 1998). Segundo Khan
(1994), a frequéncia do transdutor e a via de acasser utilizada séo os fatores que mais
influenciam na variacdo desta data. Diagnostics®gapositivos séo raros (BUCKRELL et
al., 1986; ISHWAR, 1995), podendo ocorrer devidanarte e reabsorcdo embrionaria
precoce, ndo observacdo de aborto ou ainda devaliservacdo da bexiga como se fosse
utero (BUCKRELL, 1988). No tocante a diagnosticaésds negativos, imagens pouco
detalhadas em inicio de prenhez, ndo qualificacamegperiéncia operacional sao 0s

principais fatores (FREITAS e SIMPLICIO, 2002).

2.2 Diagnostico de gestacéo

A ultrassonografia em tempo real, apesar de n&o esthilmente livre da ocorréncia
de erros no diagnodstico (KAHN, 1994: KAULFUSS et, d1996; SALLES et al., 1997;
CHALHOUB e RIBEIRO FILHO, 2002) é o método maiscefnte por reunir praticidade e
acurdcia na determinacdo precoce da gestacaoansfopacao fetal, sexagem e, até mesmo,
na identificacdo de alguma patologia de caraterotegivo (FOWLER e WILKINS,

1982/1984; BUCKRELL, 1988; ISHWAR, 1995).

O diagnéstico precoce de gestacdo pela ultrassafiegrimportante para aprimorar o

manejo reprodutivo e racionalizar a produtividade rdbanhos (HAIBEL, 1990). Fémeas



prenhes podem ser submetidas a um programa nuoticeldequado visando o maximo
aproveitamento do potencial produtivo e, a0 mesmpb, suprir as exigéncias dos fetos em
desenvolvimento (DAVEY, 1986), sobretudo no finalgkstacéo, fase na qual a nutricdo tem
maior influéncia no peso da cria ao nascer (WHIT&.e1984).

O momento da primeira visualizacédo das diferendeacteristicas do concepto varia,
principalmente, de acordo com a frequéncia do duatos e a via de acesso utilizada
(BUCKRELL, 1988; KAHN, 1994).

Os primeiros relatos sobre observacdes de fetas yghssonografia de Modo B
foram realizadas por Tainturier et al. (1983) eninos e por Tainturier et al. (1983) e
Yamaga e Too (1984) em caprinos. A partir de ergtadtrassonografia tem sido amplamente
utilizada nos pequenos ruminantes (TAVERNE et 3085; MARTINEZ et al., 1998;
CHALHOUB, 2000) para diagnéstico precoce de prerdmer uma acuracia perto dos 100%
(BUCKRELL, 1988; HAIBEL, 1990; MIALOT et al., 1991BRETZLAFF et al., 1993;
GARCIA et al., 1993). Em paises onde se tem unag&oi intensiva de ovinos, a pratica de
exames de ultrassom, para deteccdo de prenhezesnahetcdo do numero de fetos, é
realizada rotineiramente (FOWLER e WILKINS, 1980AVYEY, 1986; SPRECHER et al.,
1989).

A visibilizacdo do liquido intra-uterino, vesicuéambrionaria, embrido, batimentos
cardiacos, membrana amniética, placentomas, ddiergio da cabeca e tronco, identificacédo
do botdo germinativo dos membros, movimento emb@rioffetal, delimitacdo do cord&o
umbilical e visualizagao do globo ocular (ISHWAR95; CHALHOUB e RIBEIRO FILHO,
2002)séao as principais imagens do ultrassom de tempa@ueacaracterizam a fase inicial da
gestacao.

A presenca de liquido intra-uterino é o primeirdidio de gestacdo, mas pode ser
confundido com liquido proveniente da fase estrimgé(KAHN, 1994; AZEVEDO et al.,

2001) ou com liquido oriundo de casos de hidron{&fE&SA e TONIOLO, 1999). Utilizando



transdutor linear de 7,5 MHz por via transretal @mlhas (SCHRICK e INSKEEP, 1993) e
cabras (SALLES et al., 199&)possivel detectar a presenca de liquido intrdota partir do
15° dia da cobertura. Ultrassonograficamente, o fluedra-embrionario apresenta-se
anecogénico, semelhante a urina (BUCKRELL, 1988HKA 1994; KAULFUSS et al.,
1996; DOIZE et al., 1997), com forma de imagensigdolas ou circulares, cranial a bexiga
(GEARHART et al., 1988; DOIZE et al., 1997).

A visualizacdo do embrido é possivel entre @@ dia de prenhez (SCHRICK e
INSKEEP, 1993; DOMINGUES e TREIN, 1995; MARTINEZ at, 1998; SALLES et al.,
1997; CHALHOUB, 2000; AZEVEDO et al., 2001), todaya mensuracao precisa de todos
os embrides somente ¢ possivel a partir da26(SANTOS et al., 2004a).

Com relacdo a membrana amnidtica ela é formada entt3 e o 16 dia apds a
concepcao (PERRY, 1981; ROBERTS, 1986), porém, stemé identificada através de
exame ultrassonografico transretal entre 8 840 32 dia da prenhez (KAHN, 1994;
AZEVEDO et al., 2001).

Os primeiros batimentos cardiacos do embrido capaniem ser observados apés o
25° dia de prenhez (BUCKRELL, 1988), sendo que sagifieam entre o Z5e o 29 dia de
gestacao (SALLES et al., 1997; MARTINEZ et al., 82Fm ovelhas foram detectados a
partir do 18 ou 19 dia de prenhez com a utilizagdo de transdutorfeequéncia de 7,5 MHz
por via transretal (SCHRICK e INSKEEP, 1993). Reksma via e com um transdutor linear
de 5 MHz, os primeiros batimentos cardiacos podamolsservados no 2tlia de gestacdo
em ovelhas (CALAMARI et al., 2002), achados semaigs aos anteriormente com fémeas

da espécie caprina foram descritos por SALLES.€18D7) e MARTINEZ et al. (1998).

No final da década de 30, utilizando-se pecas ane#s da espécie ovina, foi
observado que os placentomas podiam ser identificadmo pequenos nddulos, n§ &k
da gestacdo e em torno dd @ta atingiam tamanho e diametro maximos (CLOETE39).

Em relacdo a primeira visibilizag@o ultrassonogeafos placentomas foram detectados desde
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0 1@ dia utilizando a via transretal na frequéncia #&eMHz (SANTIAGO MORENO et al.,

1995) até 32 - 45 dias pela via transabdominateguéncia de 3,5 MHz (LEVY et al., 1990).

A diferenciacdo do embrido ovino em cabeca e trquoote ser visualizada aos 26 dias
de gestacdo quando é utilizado, por via transregadsdutor linear de 5,0 MHz (KAULFUSS
et al., 1996).

Alguns autores discordam entre si em relacdo aoddiavisibilizacdo do botéo
germinativo dos membros. Sua identificacdo € peksies 36 dias de gestacdo (AZEVEDO
et al., 2001), contudo, existem relatos desta ifigatdo aos 30 (KAULFUSS et al., 1996) e

41 dias de prenhez (PICAZO et al., 1991).

No que concerne ao movimento fetal, o dia de seatifitacdo € também bastante
controvertido, ha visualizacdes desd€ @& (CHALHOUB, 2000) pela via transretal nas
frequéncias de 5,0 e 7,5 MHz até 45-8 (BUCKRELL et al., 1986) pela mesma via.

A identificagdo do globo ocular é possivel a pattir4f dia (PICAZO et al., 1991) ou
no 42 dia de prenhez (AZEVEDO et al., 2001), existindiato de identificagdo aos 30 dias
de gestacéo utilizando transdutor com frequénci@&IHz (KAULFUSS et al., 1996).

A determinacdo precisa do numero de conceptos retagionada com a idade
gestacional, com a qualidade do equipamento wuibiza com a experiéncia do operador
(HAIBEL, 1990). Os gémeos séo identificados comamprecisdo em relacédo aos trigémeos
(ISHWAR, 1995) e a diferenciagdo entre gestacaplsisre multipla é facilitada, em algumas
oportunidades, pela observacdo de diferentes paddssfetos e/ou pela movimentacao
individual durante a varredura (GEARHART et al.83&9 Por outro lado, os resultados falso-
positivos, em muitas ocasides, sao decorrentepatdas embrionarias ou abortamentos nao
observados apo0s a realizacdo do exame (TAVERNE, 4985).

A prenhez mudltipla é possivel de ser diagnosticaal® dia (GEARHART et al.,

1988), apesar de a determinacdo ser mais segueaced® e o 100 dia de gestacdo (WHITE
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et al., 1984; TAVERNE et al., 1985; GEARHART et, al988). A diferenciacdo entre
prenhez dupla, tripla ou quadrupla € dificil emtude de que, normalmente, o numero de
fetos € subestimado (BUCKRELL, 1988).

O tempo requerido para a realizacdo do diagnéstec@estacado simples € de 10
segundos, na prenhez gemelar aumenta em até 3@dssge nos casos de fémeas vazias é
necessario o tempo minimo que varia de 20 a 3hdegyDAVEY, 1986).

Outra consideracao que precisa ser enfatizadao@dicéo corporal dos animais que
tanto pode afetar a rapidez e a precisao do exaa@aimpedir sua realizacdo, como ocorre

com animais obesos, segundo relato de Santos(2084b).

2.3 Vias de exame ultrassonografico
2.3.1 Transretal

O diagnéstico de gestacdo pela via transretal ederealizado com precocidade
anterior aos 20 dias, caso seja utilizado uma &ega de 7,5 MHz (BUCKRELL et al.,
1986). Além disso, 0 exame ultrassonografico pmaegia tem sido uma ferramenta
importante na avaliacdo da dinamica do cresciméolioular em pequenos ruminantes
(EVANS et al.,, 2000; MENCHACA e RUBIANES, 2002; DW@BAVATHI et al., 2003;
RUBIANES e MENCHACA, 2003; TENORIO FILHO, 2003) eos protocolos de
sincronizagcdo do estro nos pequenos ruminantes REAR et al., 2002). Também é
importante na transferéncia de embrides, pois peramn melhor aproveitamento do rebanho
de receptoras mediante a detec¢cdo precoce, manéota e viabilidade do concepto, assim
como do rebanho das doadoras mediante a avaliagéterb e dos ovarios (KASTELIC et
al., 1988; MENCHACA et al., 2002) e dasposta superovulatéria (RIESENBERG et al.,
2001).

Apesar da manipulacao do transdutor linear potraiasretal ser limitada e possibilitar

0 risco de lesdes em caprinos e ovinos, (NEVES1L1SEICHLE e HAIBEL, 1991;
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HESSELINK e TAVERNE, 1994), o seu uso € bem tolerpelos pequenos ruminantes
(DOIZE et al., 1997), e também bastante usado masdgs animais, devido & sua
versatilidade (SANTOS, 2003), principalmente agsiejee dispdem de dupla frequéncia (6.0

e 8.0 MHz).

2.3.2 Transabdominal

O método transabdominal € o mais utilizado em psogieuminantes (CHALHOUB e
RIBEIRO FILHO, 2002), entretanto, o periodo ideatginiciar este exame é a partir dd 30
dia da cobertura por observacdo da imagem do fluiddno (TAINTURIER et al., 1983;
REICHLE e HAIBEL, 1991), que se torna mais evidespés 48 dia de gestacdo, momento
em que o Utero se encontra no lado direito da adeichbdominal (ISHWAR, 1995). No
exame de gestacdo avancada, tanto em cabras cerantivelhas, os fetos encontram-se
geralmente na regido abdominal, ventro-lateralitdirelevido a presenca do rimen no lado
esquerdo (SCHEERBOOM e TAVERNE, 1985; HESSELINK AVERNE, 1994). Além
disto, o método transabdominal permite uma boanfetoa, possibilitando avaliar o
desenvolvimento embrionario e estimar, com boa emrde seguranca, a idade do feto e, por
conseguinte, uma boa previsdo das possiveis daagadcdo (KAHN et al., 1992;
GREENWOOD et al., 2002).

Para a realizagdo do exame transabdominal, o treorsél colocado em contato com a
regido inguinal, cranialmente ao Ubere (BICUDO,30® periodo ideal para confirmar a
gestacao situa-se entre’400 56 dia porque, além da visualizacdo do fluido utgrimsicula
embrionéria, placentomas, embrido e batimento aemgios movimentos fetais passam a ser
observados e as gestacdes multiplas podem seerdifadas das simples (CHALHOUB e
RIBEIRO FILHO, 2002).

A partir dos trés meses de gestacdo, a visualizag@opleta do feto por via

transabdominal somente é possivel com transdutlerdmixa frequéncia (3,0 ou 3,5 MHz).
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Em frequéncias elevadas sdo observadas apenas garfeto em forma de sombras, que
preenchem a tela, dificultando a interpretacdo ppkrador (BUCKRELL, 1988; ISHWAR,

1995; CHALHOUB e RIBEIRO FILHO, 2002).

2.3.3 Transvaginal

A ultrassonografia transvaginal € uma via de examéa pouco difundida, apesar de
nao provocar aborto e infeccdo do sistema genitld ado propiciar desconforto ao animal
(AYRES et al., 2000; SANTOS et al., 2004b; TENORHDHO, 2003).

E uma via de exame limitada quando existe a netaside realizar um diagnéstico
tardio de gestacdo em virtude do feto se encontealizado na cavidade abdominal
(SANTOS et al., 2004b). Por esta via € possivejribaticar prenhez antes dos 21 dias de
gestagdo, mas um diagnéstico de gestacdo defisitiveente deve ser feito a partir dé @&
de prenhez. Apresenta resultados semelhantes tidesopela via transretal (AYRES et al.,
2000; SANTOS et al., 2004b), podendo ser classificaomo um método efetivo para ser

utilizado na reproducao de caprinos (AYRES et28100).

2.4 Sexagem Fetal

A determinacdo do sexo fetal através da ultrassafiagbaseia-se na localizacéo e
diferenciacdo da genitalia externa (MULLER e WITTWSKY, 1986; CURRAN et al.,
1989). A estrutura anatdomica do feto que possibiiiste diagnostico pelo ultrassom é
denominada de tubérculo genital (CURRAN et al.,11990UGHBROUGH e CASTELL,
1998). O tubérculo genital (TG) é identificado conma estrutura constituida de dois I6bulos
alongados, com aparéncia semelhante a duas bamwalelas ovais que refletem as ondas
ultrassonicas que lhes sao dirigidas de forma sntar{CURRAN et al.,1989).

Em torno do 25° dia de gestacdo, embrides ovinped@&m apresentar uma discreta

elevagao entre os brotos dos membros posteriadesando a formacgdo do TG. Entre o0 28° e
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0 30° dia, o TG esta mais proeminente e no 34fadéapossivel a identificacdo do sexo do
embrido em algumas ocasiées. Com o desenvolvintentmrpo do embrido e a migracdo do
TG em direcdo ao umbigo nos machos e a cauda naa$é tém-se, respectivamente, a
diferenciacdo deste 6rgdo em pénis e clitoris (SORR, 1989). Portanto, a partir deste
periodo, a distancia compreendida entre o anub@, @era maior no macho do que na fémea.

Tanto a ultrassonografia transcutanea abdominalRGEEV et al., 1990;
CHALHOUB e RIBEIRO FILHO, 2002) quanto a transre@OMINGUES e TREIN, 1995;
MARTINEZ et al., 1998) vém sendo utilizadas comesso ha alguns anos em pequenos
ruminantes para o diagnostico da gestacéo e, me@mtemente, a transvaginal (SANTOS et
al., 2004b; OLIVEIRA et al., 2004). Além de divessautras aplicacdes no diagndstico
clinico em ovinos e caprinos, a ultrassonografstaseespécies pode ser também empregada
para a determinacdo do sexo fetal (COUGHBROUGH BTR2LL, 1998; BURSTEL, 2002;
BURSTEL et al., 2002). Investigacdes para a deteagéio pré-natal do sexo com auxilio da
ultrassonografia em bovinos tinham inicialmente goprincipal ponto de referéncia, a
identificacdo da bolsa escrotal e do prepucio nohmaou da glandula maméaria das fémeas
em gestacdes mais avancadas, entre o 70° e o B2@pa@s a cobertura ou inseminacao
artificial (MULLER E WITTKOWSKY, 1986; GINTHER, 198). Posteriormente foi
demonstrada a possibilidade de um diagnéstico praisoce em bovinos pela identificacao
do TG, a partir do 50° dia de gestacdo, com traosek de 5,0 MHz pela via transretal
(CURRAN et al., 1989; STROUD, 1996).

A técnica da sexagem fetal em ovinos foi descia primeira vez na década de 90
por Coughbrough e Castell (1998). Neste estudaalnio diagnostico foi realizado por via
transretal utilizando transdutor linear de 5,0 Mz ovelhas com gestacdes simples entre o
60° e 0 69° dia da prenhez (COUGHBROUGH E CASTEIQ98). Todos os animais foram
inicialmente examinados em posi¢cédo de estacdopsendalguns casos, necessario examinar

a fémea em decubito dorsal devido a inadequadaeapegdo do feto, quando a ovelha estava
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em estacdo (COUGHBROUGH E CASTELL, 1998). Estudostgyiores mostraram ser
também possivel utilizar a via transcutéanea abdalnpara diagnosticar o sexo fetal tanto nas
gestacdes simples (NAN et al., 2001) quanto nastiptad (BURSTEL et al., 2001;
BURSTEL, 2002), utilizando transdutor e frequénidiénticos aos anteriormente referidos,
com 0s animais posicionados em estacao.

Na ultrassonografia transretal existe a possilikdeemota da vesicula amniotica ser
traumatizada, o0 mesmo néo ocorre em relacdo aanadutanea abdominal. O diagndstico
transcutaneo abdominal pode ser executado entd@ @ & 70° dia de gestacdo (BURSTEL et
al., 2001) ou entre o0 65° e 0 100° dia (NAN et20Q1) em condi¢cdes de campo. No caso de
gestacdes multiplas, é recomendada a realizac@xatees em dois periodos consecutivos,
sendo o primeiro realizado entre o 50° e o 56°edm@m segundo entre o 66° e o 70° dia
(BURSTEL et al., 2001).

A visualizacdo do TG pelo ultrassom é descrita cammdo simples pelo fato de se
tratar de uma estrutura anatémica hiperecoica (CABRBOUGH e CASTELL, 1998). Os
fetos sédo considerados machos quando o TG encmiraediatamente caudal ao umbigo e
sao diagnosticados como fémeas, quando se loaaao da cauda (COUGHBROUGH e
CASTELL, 1998; NAN et al., 1998). Para o diagnastite machos pode-se também tomar
como base, a presenca do prepucio imediatamentialcan umbigo e/ou a presenca da bolsa
escrotal, geralmente de aparéncia triangular, estr@embros posteriores (BURSTEL et al.,
2001).

Movimento fetal, membros cruzados, posicionamemsfayoravel, posicionamento
do corddo umbilical entre os membros, posicionameélat cauda, além de dificuldades no
exame de animais obesos, sao os principais fagoeepodem dificultar a visualizagéo do TG
do concepto (BARROS e VISINTIN, 2001; BURSTEL et aD01; NAN et al., 2001).

A acuréacia da técnica de sexagem fetal por viastesal na ovelha com gestacao

simples € de 89%, sendo que em 7% dos animais eados, a identificagcdo do sexo nao é



16

possivel (COUGHBROUGH e CASTELL, 1998). Entretantmitro trabalho envolvendo
ovinos e caprinos, mostra que a sexagem ultrassaficaypor via transretal ndo € possivel de
ser efetuada quando os animais apresentam gestagéipla (BURSTELL, 2002). Neste
mesmo trabalho, a acuracia na quantificacdo feigbroxima de 100% nas gestacbes com
menos de quatro fetos (BURSTELL, 2002).

Em pequenos ruminantes, a determinacdo do numefetake pela ultrassonografia
nos casos de gestacao multipla com mais de tr@és éeeéxtremamente incerta (GEARHART
et al.,,1988; HAIBEL, 1990; BURSTELL, 2002), sendecemendando proceder a
determinacdo do sexo fetal apenas em gestacoesesiop nas multiplas com menos de
quatro fetos (BURSTEL, 2002). Nas gestacdes mékipb mapeamento dos fetos € mais
demorado e complicado devido a necessidade dessealizar varios planos para que o
posicionamento do TG, em todos os fetos, possdeterminado com precisdo (BURSTEL,
2002).

A técnica da ultrassonografia transcutanea abddmasalta em 78% (NAN et al.,
2001) e 86% (BURSTEL et al., 2001) de diagnostiomsetos em ovinos. Em caprinos, a
acuracia é de 92% (BURSTEL et al., 2001/2002). Emdas ovelhas gestantes examinadas
por via transcutanea abdominal, o diagndstico do &tal ndo é possivel (BURSTEL, 2002).
A acuracia nas gestacfes multiplas apés exame énicoondicdes de campo € de apenas
64%, sendo, portanto, recomendado dois exames adivees nos periodos anteriormente
propostos, para a obtencdo de melhores taxas de B8RSTEL et al., 2001).

O grau de dificuldade para diagnosticar o sexcettmd controvertido. Se por um lado
tem sido descrito que é mais facil diagnosticarhmaao que fémeas (COUGHBROUGH e
CASTELL, 1998; BURSTEL et al., 2001), por outro ®ri relato de que o sexo fetal n&o
influencia na acuracia do diagnostico, sendo d&%&)os casos de fetos masculinos e de
88,9% no de fetos femininos (NAN et al., 2001). Alélo sexo do feto, a acuracia do

diagnostico varia conforme o equipamento de ulbrasgrafia, a experiéncia, a habilidade e a
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motivacdo do operador (BARROS e VISINTIN, 2001).ti©s fatores envolvidos séo o
comportamento do animal durante o exame, as cagslighatdbmicas do Utero conforme a
idade e a raca dos animais, além da necessidatidod®acdes precisas sobre as datas de
cobertura ou de inseminacao artificial (BURSTEL)Q20

No diagndstico transcutaneo abdominal, o niumerdeties também influencia os
resultados, sendo de 88% de acerto nas gestacigdesie de 83% nas multiplas
(BURSTEL, 2002). Contudo, em condi¢des de campmgsaltado de 64% de diagndsticos
corretos, tanto para ovinos quanto para caprinos,inférior aos 86% obtidos
experimentalmente (BURSTEL, 2002).

Em funcdo do exposto recomenda-se, quando o tmlgéallesenvolvido a campo, a
realizacdo de dois exames consecutivos, sendaneipoi entre o 50° e 0 58° dia e 0 segundo
entre 0 65° e 0 70° dia de gestacdo para permgiragoorcentagem de diagndsticos corretos

alcance o patamar de, pelo menos, 78% (BURSTEL2)200

2.5 Criopreservacao de embrides

Na Tecnologia da Reproducédo, a possibilidade doazemamento de embrides é
essencial para qualquer programa envolvendo meltemtm genético e, ainda mais, para a
conservacao de espécies ou racas em perigo dec@xtiA criopreservacdo de embrides
mamiferos tem algumas vantagens: menor custo cansporte a longas distancias, pois
dispensa o transporte de animais e periodo dergaase aumento na avaliagdo genética em
programas de selecdo: elimina a necessidade detoeg® sincronas apds um tratamento de
superovulatério; permite a transferéncia de embripara fémeas em estro natural; a
preservacdo de embrides colhidos excedentes aormudee receptoras; a formacdo de
germoplasma e diminui¢cdo dos riscos de transmide&oencas (GONZALEZ-BULNES et

al., 2004, DOBRINSKY, 2002).
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Por outro lado, todos os embrides sofrem consiéeadanos morfologicos e
funcionais durante a criopreservacao. A extens&oirgarias dependem de alguns fatores
incluindo a forma e o tamanho das células, a pdritdade das membranas e a qualidade e
sensibilidade dos embrides. Todos esses fatoremnpagdr altamente variaveis, dependendo
da espécie, do estadio de desenvolvimento e orfgermexemplo, se produzidasvivoouin
vitro). Contudo, embrides também possuem uma notavalgwemas vezes surpreendente
habilidade para reparar estes danos, total ougbarente, e, nos melhores casos, continuar o
desenvolvimento normal. O Propésito dos procediogede criopreservacao € minimizar os
danos e ajudar as células a regenerar (MASSIP,, 200ITA e KUWAYAMA, 1997).

Desde o desenvolvimento e aplicacdo comercial dasdulogias programaveis
padrdo de congelamento de embribes, novas teceelodg criopreservacao tem sido
desenvolvidas nos ultimos anos. A alternativa maisivel ao congelamento classico tem
sido a aplicacédo e desenvolvimento da tecnologmtdécacao para criopreservar embrides
(DOBRINSKY, 2002). Embrides de pequenos ruminamiedem ser criopreservados pelo
congelamento convencional ou por vitrificacao.

Alguns problemas que ocorrem quando do congelamento de embrides pdem ser
superados com o uso do procedimento de vitrificad&atrificacdo desenvolvida por Rall e
Fahy (1985), tem se tornado alvo de varios estothpetivando estabelecer uma alternativa
aos problemas econdmicos e de gestdo inerentesngelamento classico com desidratacédo
gradual, resfriamento e aguecimento lentos (MAS&IRI., 1989; RALL, 1987/1992). A
técnica de vitrificacdo open pulled-straw (OPS) QWA et al., 1997), adaptada para ovinos e
caprinos (DATTENA et al., 2000; EL-GAYAR E HOLTZ0Q1), pode tornar-se uma técnica
efetiva para ser aplicada sob condi¢des de carpCHENKO et al., 2003).

Quando comparados com embrides frescos, embridesso® caprinos congelados ou
submetidos a vitrificacao resultaram em menoreastabe prenhez (PAPADOPOULOQOS et al.,

2002) ou de nascimentos (PTAK et al., 1999). Engdsridvinos produzidos vivo foram
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mais sensivies a criopreservacao que os embrigeses (TRALDI, 1999), o que tem
levado a um grande interesse nos estudos de vEaioses que possam aumentar a
criotolerancia dos embrides ovinos e caprinos (BEFRAIUER et al.,, 2004; LEONI et al.,
2002).

Esta sensibilidade observada na criopreservacdoedumides caprinos e ovinos
produzidosin vivo, sendo expressa por menores taxas de re-expaps&ithez ou de
nascimentos, também tem se expressado pelo prod@mga da gestacédo por até quatro dias
(DATTENA et al.,, 2000; MARTINEZ et al., 1997), fats estes que separadamente ou
somados podem alterar a migracdo do TG determp@addantos (2006), refletindo direto ou

indiretamente nos aspectos referentes as biotécavw@ncadas como a sexagem fetal.
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3 — OBJETIVOS

a. Verificar a viabilidade do exame ultrassonogréafiqeelas vias transretal,

transabdominal e transvaginal para diagnosticaeahez de cabras e ovelhas;

b. ldentificar o periodo gestacional que ocorre a agigo do tubérculo genital nos fetos
provenientes de monta natural, de transferéncentdwioes frescos, congelados e

vitrificados;

c. ldentificar o tempo em que o tubérculo genital iferencia em estruturas anatémicas
da genitalia externa de fetos provenientes de muaitaal e de transferéncia de

embrides frescos, congelados e vitrificados;
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Resumo

Neste trabalho objetivou-se verificar a viabilidadie exame ultrassonografico pelas vias
transretal, transabdominal e transvaginal parandistgcar a gestacao de cabras (n = 240) e
ovelhas (n = 320) no 8045, 60 e 75 dia. Foi utilizando um aparelho de ultrassom
equipado com um transdutor linear utilizado pelas ¥ransretal e transabdominal e outro
microconvexo endocavitario utilizado por via tramgwal. Nas cabras e ovelhas, o exame
ultrassonografico pela via transretal foi mais dap{P < 0,05) no 30e no 45 dia da
gestagdo, mas, pela via transabdominal foi maigloapo 66 e no 75 dia. Em ambas as
espécies, a duracdo do diagndstico de gestacanaior (P < 0,05) no 30dia do que nos
demais, enquanto que a duracdo do diagndsticohdidfoi menor (P < 0,05) do que no’45

e 60. Independentemente da via de exame e do dia dacges o tempo médio para
diagnosticar a gestacdo foi menor (P < 0,05) nabrasa do que nas ovelhas.
Independentemente da espécie e do dia da ges@ad@mpo medio para diagnosticar a
gestacao pela via transretal foi menor (P < 0,@byjde as demais e o da transvaginal foi
menor (P < 0,05) do que o da via transabdominalreSsltados permitem concluir que o
diagnostico de gestacdo € mais rapido pela viaretal, que o tempo de diagndstico € menor

na gestacao avancada e na espécie caprina.

Palavras-chave:feto, transdutor linear, transdutor microconvexo.

Mrabalho extraido da Tese de Doutorado do primairtmr apresentado ao Programa de Pdés-Graduacéo @&micCi
Veterinaria da Universidade Federal Rural de PernamlUFRPE), Recife/PE, Brasil.
@ Autor para correspondéncia/Corresponding autmatqufrpe @uol.com.br
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Abstract

The aim of this work was to verify the viability die ultrasound examination by transretal,
transabdominal and transvaginal via to diagnosglesiopregnancy in goats (n = 240) and ewes
(n = 320) at days 39 45", 60" and 74'. The examination was carried out with an ultrasbun
scanner equipped with a linear-array transducett bgdransretal and transabdominal via and
a microconvex endocavitary transducer used by vemjisal via. In does and ewes the
ultrasound examination was faster (P < 0.05) ors &) and 4%' of pregnancy, however by
transabdominal via was faster on day'&hd 7%'. In both species the time of pregnancy
diagnose was greater (P < 0.05) on da{) B@n the others days while this time was smallest
(P < 0.05) at day 75than day 4% and 60 Independent of the examination via and the day
of pregnancy the average time to diagnose the pregnwas shorter (P < 0.05) in does than
in ewes. Independing of the specie and the dayegfriancy the average time to diagnose the
pregnancy by transrectal via was shorter (P < Qtl@&) the other vias and the transvaginal
via was shorter (P < 0.05) than the transabdonainal The results allow to conclude that the
pregnancy diagnose is faster by transrectal via thedtime for diagnosing is shorter in

advanced pregnancy and in goat specie.

Key words: fetus, linear transducer, microconvex transducer.

Introducao

O diagnostico precoce de gestacéao pela ultrassaigrum método ndo invasivo, de
elevada precisdo e fundamental para aprimorar oejmareprodutivo e racionalizar a
produtividade de rebanhos (HAIBEL, 1990). Fémeam qmenhez mdultipla podem ser
submetidas a um programa nutricional adequado ddisan maximo aproveitamento do
potencial de producdo de leite e, ao mesmo tempmarirsas exigéncias dos fetos em
desenvolvimento (DAVEY, 1986), sobretudo no terqualf de gestacéo, fase na qual a
nutricdo tem maior influéncia no peso da cria ascea(WHITE et al., 1984).

Nos pequenos ruminantes, o diagndstico de gestag@sido normalmente realizado
pelas vias transabdominal (CHALHOUB et al., 2004DLHA-RIVAS et al., 2005) e

transretal (CHALHOUB, 2000; PADILHA-RIVAS et al.,0B5; SANTOS et al., 2004a). A
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possibilidade de utilizacdo da via transvaginal rfelatada por Ayres et al. (2000) para
diagnosticar a prenhez nos caprinos e de Santds(2004a) e Moraes (2006) em ovinos sem
conter informacao do tempo de duracdo do examefenentes fases da prenhez.

A ultrassonografia transabdominal representa o onelnétodo disponivel para
diagnosticar prenhez em ovinos (CELA et al., 1988RCIA et al., 1993; DOIZE et al.,
1997), sendo normalmente utilizada a partir d® @& de gestacéo, quando o diagndstico é
baseado no reconhecimento do feto com batimentbacar (LAVOIR e TAVERNE, 1989).
No método transabdominal, o transdutor € posiciona@nialmente no flanco direito e
proximo ao Ubere com a cabra em posicao de esta®),a presenca de pélos e excessiva
gordura subcutédnea sdo obstaculos para obtencamadgem transabdominal (ISHWAR,
1995).

O método ultrassonografico transretal € limitadweidke as dimensdes reduzidas do
reto nos pequenos ruminantes e em funcdo de unadyggeinabil provocar lesées (NEVES,
1991). Todavia, apresenta a vantagem de podersadowm transdutor linear, amplamente
utilizado nos animais de grande porte (OLIVEIRAakt 2004), além de proporcionar um
diagndstico seguro e precoce, ja que é possivghdsiicar a gestacdo a partir do 23° dia
(MARTINEZ et al., 1998).

A ultrassonografia transvaginal € uma via de exafternativa para quem dispde
somente de um transdutor microconvexo endocavif@IdVEIRA et al., 2004). Ainda é
pouco difundida, apesar de j& ser conhecido quepndeoca aborto, infeccdo do sistema
genital e ndo propicia desconforto ao animal quag@ananipulacdo vaginal (TENORIO
FILHO et al., 2007). Nos ultimos anos, a via traggmal foi pouco investigada, existindo
somente os relatos de Tendrio Filho et al. (20@7nonitoramento da dinamica folicular em
caprinos e para diagnosticar prenhez em capring®ES et al., 2000) e ovinos (SANTOS et

al., 2004a; MORAES, 2006).
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Com este trabalho objetivou-se verificar a vialaitld do exame ultrassonografico
pelas vias transretal, transabdominal e transvhgera diagnosticar a prenhez de cabras e

ovelhas.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em propriedade queaa@ob sistema semi-intensivo de
criacdo com monta natural controlada. Apés o indmcestro natural detectado por rufibes e
observacdo de pessoal habilitado, as fémeas faedds ao reprodutor para serem cobertas
apenas uma vez, considerando-se esse momento cimaero da prenhez.

Foram realizados 240 exames na espécie caprinaden&2ovina utilizando um
aparelho de ultrassom Aquila-PiBsgote Pie Medic&l- Maastricht/Holand} equipado com
transdutores de dupla freqiiéncia, sendo um lirfe@rg 8,0 MHz) usado pelas vias transretal
e transabdominal e outro micro-convexo endocavitéi0 e 7,5 MHz) utilizado por via
transvaginal, ressaltando-se que as maiores fremsereram utilizadas para ampliar e
visibilizar as imagens com maiores detalhes. Gstator linear foi adaptado a um suporte de
PVC revestido com fita adesiva para facilitar a ipalacdo no reto do animal e o
revestimento plastico da parte anterior do tramsduoticro-convexo era substituido a cada
exame, conforme recomendacédo de Oliveira et ab4Rdambém se utilizou gel de contato
para facilitar a introducao do transdutor e evitggrferéncias de ar entre o reto e o transdutor.
Uma impressora Seikosha VP/120@Bony/Seikostfa- Téquio/Japap foi utilizada para
registro de imagens em papel termografico.

Os exames ultrassonograficos foram realizados, @ddmea contida e posicionada
em estacdo, sempre pelo mesmo operador, no 30°6@5% no 75° dia da gestacdo sem
quantificar os fetos. A seqUéncia de utilizacéo wlassdutores foi aleatoriamente alternada

para evitar que o exame anterior interferisse meeguente e que o transdutor utilizado n&o
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fosse caracterizado como desconfortavel e de mefiwéncia, conforme recomendacao de
Tendrio Filho et al. (2007).

O tempo de exame, aferido com um cronémetro (emnsles), foi determinado desde
o0 momento da introducéo do transdutor até a viségo da imagem de um dos parametros
caracteristicos de gestacao, conforme discrimipatdd®@antos et al. (2004b). ApGs posicionar
o transdutor, procurava-se inicialmente a bexiga g®rvir como ponto de referéncia na
localizagc&o dos cornos uterinos.

Na ultima semana da gestacédo, as fémeas foranfetiidas para baias individuais
com a finalidade de auxiliar o parto, quando newésse anotar os dados para registro das
crias, além dos demais cuidados dispensados cagidazdo neonato.

Os resultados foram analisados pela ANOVA, testeTdkey e Scheffé, sendo

considerado o nivel de 5% de significancia.

Resultados

O tempo médio para diagnosticar a gestacdo nassabiovelhas variou entre as
diferentes vias de exame, bem como entre os diagestkacdo (Tabelas 1 e 2). O exame
ultrassonografico pela via transretal foi mais dap{(P < 0,05) no 30e no 45 dia da

gestacgdo, enquanto que, pela via transabdominaldis rapido no 6& no 75dia.

Tabela 1- Valores médiosX + s) da duracdo em segundos do exame ultrassonagpéfias
vias transretal, transabdominal e transvaginalQip4%’, 60 e 75 dia da gestacéo de cabras.

Dia e duracdo média do diagnéstico da gestacao

Via do exame 30°dia 43 dia 60 dia 75 dia
XtSs XtSs XtSsS Xts
Transretal 16,25+9,42 7,50+4,71 6,95+4,49 3,93+2,59
Transabdominal ~ 58,80+15,%4 10,73+7,2¥° 4,2045,48° 1,95+1,4%°
Transvaginal 31,13+18,70 7,95+5 78 4,70+2,6%° 4,98+3,2¢"

ab:¢q etras diferentes na mesma coluna representanedgarestatistica (P < 0,05).
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Tabela 2- Valores médiosX + s) da duracdo em segundos do exame ultrassonagpéfias
vias transretal, transabdominal e transvaginal 8% 85, 60° e 7% dia da gestacdo de
ovelhas.

Durag&o média do diagnostico da gestacao

Via do exame 3P dia 45 dia 6@ dia 75 dia
Xts Xts Xts Xts
Transretal 25,45+14,42 5,75+2,64 7,68+6,12 6,10+3,59
Transabdominal 57,23+1410 14,50+10,82 4,05+2,16 4,25+2,88
Transvaginal 34,70+20,46 9,03+8,71 18,28+17,99 8,08+5,68

Letras diferentes na mesma coluna representanedarestatistica (P < 0,05).

A comparacao dos achados entre os dias gestacambas as espécies (Figurass 1 e
2) evidenciou que o tempo dispensado para efetuhiagnéstico no 30dia € maior (P <
0,05) do que nos demais e que nddia, a duracéo do diagndstico de gestagdo é nienor

0,05) do que no 4% 60 dias.

70 7

60

50

Tempo de diagndstico (segundos)

30 45 60 75

Dias de Gestacéo

Figura 1 —Duracao médiaX + s) do exame ultrassonogréfico para diagnosticastagao de
cabras em diferentes periodos (ab; cd; ef = P5)0,0
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70
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Tempo de Diagndstico (Segundos)

45 60 75

Dias de Gestacéo

Figura 2 - Duracdo médiaX + s) do exame ultrassonografico para diagnosticastagao de
ovelhas em diferentes periodos (ab; cd; ef = R§)0,

O tempo médio para a realizacdo do diagndsticoedeagdo, independentemente da
via de exame e do dia da gestagéo, foi de 13,25&®egundos nas cabras e de 16,26 + 0,56
segundos nas ovelhas, evidenciando-se difereng®(®5) entre ambos.

Com relacdo a via de exame, independentementepdaies do dia da gestacédo, a
transretal apresentou menor tempo médio (P < 065)ue as demais, havendo também

diferenca (P < 0,05) entre as vias transabdomitrainsretal (Figura 3).
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Via do Exame

Figura 3 - Duracdo médiaX + s) dos exames ultrassonograficos em cabras e gvp#ias
vias transretal, transabdominal e transvaginalddpef = P < 0,05).

Discussao

A expectativa inicial de que os exames realizado$@ e 7% dia ap6s a cobertura
seriam aqueles que demandariam mais tempo parasadendo diagndstico de prenhez, em
decorréncia do utero, especialmente em fémeaspptad, encontrar-se na cavidade
abdominal em posicao ventral, como sugerido potdSaet al. (2004b), ndo foi confirmada
neste trabalho. Por outro lado, os resultados abtitb 36 e 45 dia da cobertura néo
confirmaram a hipotese inicial de que seriam osnesamais rapidos. E importante ressaltar
que tal expectativa foi fundamentada no tamanhatdm favorecer a realizacdo do exame.
No caso da prenhez mais adiantada, entré® @ 8075 dia, o tamanho do Utero, do feto e dos
placentomas proporcionariam uma visualizacdo nd@igsla do concepto e na prenhez entre o
30° e 0 45 dia, o Utero ainda estaria localizado na cavigeidéica e ndo provocaria nenhuma
dificuldade ao operador, principalmente quando tilizacdo do transdutor linear por via
transretal, onde o transdutor seria posicionaddamuioximo do utero. A explicacdo mais
plausivel para o tempo de exame néo ter sido nnque o esperado no%39o 45 dia é de

que as fémeas poderiam apresentar um maior nuneeparnides e Utero com ligamentos
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mais relaxados que contribuiram para a insinuageésedorgao na cavidade abdominal e desse
modo ter retardado o tempo de diagndstico.

Neste trabalho, o tempo dispensado para a reatizdgaliagnostico de prenhez foi
inferior aos obtidos por Santos et al. (2004b)asiido as vias transretal e transvaginal para
exame e 0 mesmo equipamento de ultrassom, bem pwnor do que os verificados por
Padilha-Rivas et al. (2005) utilizando as vias desao transabdominal e transretal. A
diferenca nos resultados pode ser explicada caaside-se o tipo de gestacdo que, segundo
Davey (1986), € de 10 segundos na gestacao sinmoléendo aumentar em até 30 segundos
na gestacado dupla e nas fémeas ndo prenhes, o tenprame pode variar de 20 a 30
segundos. Outra consideracdo que precisa serzadfaté a condicdo corporal dos animais
que tanto pode afetar a rapidez e a precisdo doeeg@anto impedir sua realizacdo, como
ocorre com animais obesos, segundo relato de Seinabs(2004b).

Diante do que foi evidenciado € possivel argumemtaros resultados deste trabalho
corroboram os achados de Ayres et al. (2000), Sasital. (2004ab) e Moraes (2006) quanto
a possibilidade de utilizacdo das vias transretedresvaginal para diagnosticar a prenhez. E
também preciso ressaltar que além da acuraciaqualedade de resolucdo de imagem, a
precocidade de diagndstico, de acordo com Marghet. (1998) e a rapidez do exame é um
parametro que o operador precisa levar em congi@lerpara ndo provocar desconforto ao
animal, como destacado por Tendrio Filho et al0720Assim sendo é interessante sugerir
gue a via transretal deva ser priorizada porqueyédia geral, os exames foram mais rapidos.
Entretanto, considerando que o fundamento maiorddmndstico de prenhez é sua
precocidade e que a diferenca de tempo entre aslgi@xame nos primeiros 60 dias apos a
cobertura ndo ultrapassa a casa dos 10 segundetjoga-se até que ponto essa diferenca
possa interferir no bem estar do animal e provdeaconforto que prejudique a qualidade e a
confiabilidade do exame. Neste trabalho n&o foienlzlo qualquer sinal de irritacdo da

mucosa retal e tampouco perda de fetos das fémeasiredas, razdo pela qual pode ser
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recomendado diagnosticar a gestacéo por via ttahstdizando o transdutor linear, apesar
da opinido de Neves (1991), Reichle e Haibel (1991de Hesselink e Taverne (1994)
afirmarem que as dimensfes reduzidas do reto nomuificulta a manipulagcdo do
transdutor e associada a inabilidade do operadde peovocar lesbes e até mesmo aborto.
Ainda é oportuno comentar que a sugestdo de usoadsdutor linear neste trabalho € em
razao de sua versatilidade, podendo ser tambéimadtl tanto por via transabdominal para
diagnosticar gestacdo nos pequenos ruminantesndge@diveira et al. (2004), quanto para
colheitain vivo de odcitos bovinos por via transvaginal, de acaalo relato de Santos et al.
(2003).

Considerando a rapidez do exame pela via transaiagirfato de nao ter provocado
aborto ou infeccdo do sistema genital, bem commate ter propiciado desconforto aos
animais, resultado que corrobora as observacodenério Filho et al. (2007), é possivel
afirmar que é uma via de exame viavel para diagraygbrenhez em caprinos e ovinos como
previamente relatado por Ayres et al. (2000) e &aet al. (2004a).

O diagnostico de prenhez na espécie caprina € rapido do que na ovina, pelo
menos em trés segundos. Esta maior rapidez podaelesedo a presenca de gordura
subcuténea excessiva, como referiram-se Ishwabj1®@m como ao temperamento mais
estressado da espécie ovina quando da realizagi@dte.

Os resultados permitem concluir que o diagnoOstieoptenhez é mais rapido na
prenhez mais avancada, que a via transretal éray@ga para diagnosticar a prenhez e que

ela € mais rapido na espécie caprina.
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Abstract

The aim of this study was to identify the migratiperiod of the genital tubercle and its later
differentiation into external genital structures fetuses derived from natural mating and
fetuses from fresh, frozen and vitrified embryongf@r. A transrectal ultrasound with a
double-frequency linear transducer (6.0 and 8.0 Mifas used to monitor 123 goat fetuses
which were allocated in four groups. Fetuses oatgd from controlled natural mating (G1, n
= 32) and fetuses derived from fresh (G2, n = 84¥en (G3, n = 30) and vitrified (G4, n =
27) embryo transfer, the transferable embryos wenkected 7 days after mating by
laparoscopy. Migration of the genital tubercle aced significantly earlier (P <0.05) in
G1 (45.21 +3.31days) than in G2 (48.50 = 3.70splay G3 (48.93 £ 3.61 days) and
G4 (48.85 + 3.23 days). The visualization of theotom, prepuce and vulva occurred
significantly earlier (P < 0.05) in G1 (51.20 +@;3%0.35 + 1.59; 49.75 + 1.73 days) than in
G2 (53.25+2.02; 53.37+£1.92; 51.76 +2.10 days§;3 (53.37 +1.92; 52.31 £ 2.00;
51.78 £ 2.22 days) and G4 (54.06+1.75; 52.46 +;15591 + 2.06 days), respectively. Our
results show that fetal sexing is feasible afted&¥s for fetuses from natural mating and after
60 days in fetuses from fresh and cryopreservedysbThus, real-time ultrasonography is
a reliable tool for fetal sex determination in goaffter day 50 of pregnancy, taking into
account both the location of the genital tuberabel #he identification of external genital
structures.

Keywords: genital tubercle, prepuce, scrotum, vulva.

Introduction

Embryo transfer drives high investments for goaidpction systems in the Northeast
of Brazil. Investments range from selection of Iekilpersonnel to improvement of property
facilities designed for animals of higher genetadue, which are acquired through artificial
insemination and embryo transfer (Bandeira eal04).

The establishment of an embryo freezing/thawingqual that is feasible, quick and

efficient still posses a major challenge for reskars. With this in mind, vitrification - which

consists of exposing the embryo to high concemtnatiof a cryoprotective agent followed by
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direct immersion in liquid nitrogen - is an inteliag alternative that favors routine transfer of
cryopreserved embryos (Kasai et al., 1990; Papadopet al., 2002). Embryo vitrification is
faster than freezing (Kasai, 1996), requires smatdumes of preservation agents and avoids
the negative effects associated with the formatibite crystals within and outside the cell,
thus, preventing damage to organelles and cell mamel (Kasai et al., 1990; Papadopoulos
et al., 2002).

Previous studies demonstrate that cryopreservatedays gestation in at least four
days (Ptak et al., 1999; Traldi et al., 1999; Papadlos et al., 2002). This might be due to a
delay in the re-establishment of cell activity afteawing. Data reported by Santos et al.
(2007cf) demonstrate that the migration of the @gémubercle of sheep embryos derived from
frozen embryo transfer is delayed in comparisofetos produced from natural mating. This
study suggests that fetal sexing of sheep embrgogedl from frozen embryo transfer should
be performed 5 days later (at 55 days of gestatian) in fetuses produced by natural mating.

Determination of fetal sex in utero is useful faamagement decisions of dairy or meat
goats as well as for commercialization of fetuska gertain sex (Santos et al., 2005). The
development of integrated reproductive managemgstess that combine ultrasonography
with other reproductive technologies will furthemcrease the practical applications of
ultrasonography (Santos et al., 2007e).

The period of genital tubercle migration of goauges produced by natural mating is
longer than that observed in sheep (Azevedo et2@D9). In goats the period of genital
tubercle migration can vary between 45 and 55 diaySavana (Santos et al., 2007a) and
Saanen (Santos et al., 2007e); between 41 and Baggenburg (Santos et al., 2007b) and
American Alpine (Santos et al., 2007d), betweerad@® 50 in Moxot6 (Santos et al., 2008);
between 44 and 49 in Anglo-Nubian (Santos et &062); between 43 and 54 in Boer
(Santos et al., 2006c¢); and between 45 and 53 iday®ssbred goats (Santos et al., 20079).

However, there are no reports regarding the pesiogenital tubercle migration in embryo
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transfer derived goat fetus, whether they are feares to receptor females immediately after
collection, or after undergoing some cryopreseorafirocess.

Since sexing of goat fetuses can be incorporatedroutine ultrasound examination
for early pregnancy diagnosis, the aim of this gtuds to determine the day of the final
position of the genital tubercle and the periodiflantification of external genital structures

of Boer fetuses derived from natural mating andHrdrozen or vitrified embryo transfer.

Material and Methods

In this study, 123 Boer fetuses from 123 singlegpeat goats were examined by
single transrectal ultrasound with 30 days of peegry and allocated into four groups (G1,
G2, G3 and G4). The ewes aged from two to five yyeard body condition score ranged
between 3 and 4 on a scale from 1 to 5 (Gonzalagr@ro, 1991), were kept semi-intensive.
The animals were submitted to semi-intensive mamage by grazing in corrals and feeding
on legumes. When stabled they received trituratguen grass and a protein concentrated and
had free access to a mineral mixture and water.

In G1, the fetuses (n = 32) were originated fromtomled natural mating, whereas in
G2 (n=34), G3 (n =30) and G4 (n = 27) the fesusere derived from embryo transfer, and
had been collected 7 days after mating, as deschigeLima et al. (1996). G2 Group was
composed of fresh embryos, transferred to recipieninediately after collection. G3 Group
was composed of embryos that had been frozen asilugs by Freitas et al. (2008), and G4
Group consisted of vitrified embryos, produced adew to Papadopoulos et al. (2002). The
cryopreserved embryos were transferred to recigeats using the technique described by
Freitas et al. (2008).

The day of mating during estrus was designated as @ of pregnancy. After
pregnancy diagnosis by transretal ultrasonograttteyfetuses were monitored from the 40th

to the 60th day of pregnancy at 24-h intervalsuget were diagnosed as males when the
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genital tubercle was positioned immediately catddhe umbilical cord and as females when
the genital tubercle was positioned below the {@igure 1) as suggested by Santos et al.
(20079). Even after genital tubercle migrationafehonitoring continued until identification
of external genital structures: vulva in femaled,grepuce and scrotum in males (Figure 1).

The same experienced operator performed all ulirasoexaminations with the
animals restrained in a chute in standing positiltrasound was carried out with an Aquila-
Pro (Pie Medical, Maastrich - Netherlands) appa&mguipped with a dual frequency, linear
transducer (6.0 and 8.0 MHz) coupled to a PVC stgpdfacilitate manipulation within the
rectum of each doe, as described by Oliveira e(28104). A printer (Seikosha VP/1200,
Tokyo, Japan) was also attached to the ultrasogaghment.

Since was not done fasting the content of the neattas manually removed and an
ultrasonic coupling gel was applied to the transdymrior to introduction into the rectum as
suggested by Santos et al. (2007e). After locatiotie fetus, a scanning technique for fetal
sexing was established, using ultrasonographic itkadigal ventral plane described by
Azevedo (2007).

In the last week of pregnancy, females were traresdeto individual boxes so that the
sex of the offspring could be confirmed immediataiter birth.

The average values for the migration day of genttddercle as well as for
visualization day of scrotum, prepuce and vulveplap of fetuses from controlled natural
mating and fresh, frozen and vitrified embryo wewaluated using the analysis of variance
and Tukey’s test. The accuracy of fetal sexing ar@yzed by the chisquared test with a 5%

level of significance.
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Figure 1. Images of & b) male fetuses showing genital tubercle (gt), uindlicord (uc),
prepuce (p) and scrotum (s§, @) Female fetuses showing genital tubercle (gt), ilioab
cord (uc), nipples (n) and vulva (v).

Results

The migration period of the genital tubercle ocedrearlier in G1 (P < 0.05) than in
G2, G3 and G4, however, no significant differenee>(0.05) was observed among G2, G3
and G4 (Table 1).

Visualization of external genitalia occurred sigrantly earlier in G1 (P < 0.05) than
in G2, G3 and G4, however, no difference (P > 0\d&3 registered between G2, G3 and G4
(Table 1).

Difference (P < 0.05) between visualization of sakdwag and prepuce was observed

only in G4. The vulva was visualized earlier (P.85) than the scrotum in all groups (Table

1),
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Table 1. Mean + s.e.m. of the day of genital tubercle migraand identification of the external
genital structures of Boer fetuses derived fronuratmating (NM), fresh (Frg), frozen (FE) and
vitrified (VE) embryo transfer

Group Genital tubercle Scrotum Prepuce Vulva
G1 (NM) 4521 +3.31 51.28P°+ 2.56 50.38°+159  49.78°+1.73
G2 (FrE) 48500 +3.70  53.28¢+2.02 521%#+197 51.78°°+2.10
G3 (FE) 48.9%" +3.61 53.37+1.92 52.31B+2.00 51.78°+2.22
G4 (VE) 48.88%°+323  5408°°+1.75 524F°+195 5191 +2.06

Values with different superscript letters in saroumn and row differ significantlyR < 0.05)

Figure 2 shows high variation of the period of sgxof goat fetuses based on the final
position of genital tubercle and/or on the presesfaexternal genitalia in the different groups.
Considering all fetuses that were born, accuracgiagnosis was 100% for all groups in the

experiment.
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Figure 2. Sexing of goat fetuses derived from natural ma{iNiyl), fresh embryo transfer
(Frg), frozen embryo transfer (FE) and vitrified leyo transfer (VE) taking into
consideration the final position of the genitaldutle and/or by visualization of the external
genitalia.
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Discussion

The determination of the ideal time to identify fiveal position of the genital tubercle
by ultrasonography in small ruminants is vital fogher accuracy in fetal sexing (Santos et
al., 2006b). Numerous studies define the periodeniital tubercle migration in goat fetuses
derived from natural mating (Santos et al., 200&=mntos et al., 2007abdefg; Santos et al.,
2008; Azevedo et al., 2009). However, no informati® available for fetuses derived from,
fresh or cryopreserved embryo transfer.

In the present study, genital tubercle migratiom dhe visualization of external
genitalia occurred later in fetuses derived froesfr, frozen and vitrified embryo transfer than
in fetuses produced by natural mating. This comeagreement with Santos et al. (2007cf)
who observed that genital tubercle migration, ofrf@@s and Morada Nova sheep fetuses
derived from frozen embryo transfer was delayed pamed to those from natural mating.
Similar information was registered by Ptak et a999), Traldi et al. (1999) and
Papadopoulos et al. (2002). The authors also reghdhiat the duration of pregnancy of
cryopreserved sheep embryo was four days longer.

Frozen-thawed embryos presented low cellular dgtias suggested by Ptak et al.
(1999), Traldi et al. (1999) and Papadopoulos e{24l02) and the delay in genital tubercle
migration to handling of frozen embryos as attrdolby Santos et al. (2007cf). Results of this
study indicate that the outcome was influenced bybrgo manipulation, because no
difference was noticed between fresh and cryopvedezmbryos.

Regardless of whether the fetus is derived frommmahmating, fresh or cryopreserved
embryo transfer, fetal sexing based exclusivelythran final position of the genital tubercle
requires good ultrasound scanning equipment ankill@ds and experienced operator who
knows the exact migration period for each specied hBreed. This recommendation is
particularly important in the case of female fefjdsecause genital tubercle migration from

its initial position to its final position is shertthan in male fetuses.
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The vulva had an earlier detection than scroturnesimad a shorter distance covered
by the genital tubercle of the female prior to feag its final position under the tail. Later
than this component transforms into of the extegealital structure.

Although sexingof fetuses produced by natural mating is possiblevbéen 38 and 48
days of pregnancy, it has been suggested thatlttesaund scanning in sheep should be
performed after 50 days of gestation (Santos eR@D6b). However, this assumption is not
always correct for fetuses derived from frozen goliransfer, because in some fetuses this
migration can be delayed up to 56 days of pregnahogrefore, we recommend the diagnosis
of fetal sex on day 60 of pregnancy. However, itm@ortant to point out that the genital
tubercle of some fetuses may migrate after 60 daysegnancy due to species-specific and
individual variations (Oliveira et al., 2005; Sasiet al., 2006b).

The results obtained in the present study suggastriansrectal ultrasound scanning is
a reliable technique for fetal sexing in goats whitnasound imaging is properly timed
within a specific period of pregnancy and accusaparformed with proper equipment and by
experienced operators.

Based on the results of this study, it is safedioctude that genital tubercle migration
and the later differentiation into external gensaluctures differs between fetuses derived
from natural mating and embryo transfer, and tattlfsexing can be performed after 60 days
of pregnancy, especially in the case of fetuses/ggrfrom embryo transfer. In the case of
fetuses derived from natural mating, under thetrglcumstances, fetal sexing is possible

after 55 days of pregnancy.
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Running head: Fetal sex identification in sheep

Abstract

The objective of this study was to identify the natgpn period of the genital tubercle and the
period of visualization of external genital struetsi in fetuses of the Dorper breed of sheep
derived from natural mating and from fresh, frozewl vitrified embryo transfer. Transrectal
ultrasound was performed using a double-frequemaat transducer (6.0 and 8.0 MHz) to
monitor 130 ewe fetuses distributed in the foumatiments regarding embryo origin. The
accuracy of the ultrasound was 100% in this expemim The fetuses originated from
controlled natural mating (NM) and from fresh (FrEpzen (FE) and vitrified (VE) embryo
transfer, with embryos collected 7 days after biregdMigration of the genital tubercle
occurred earlier (P < 0.05) in NM (42.21+2.86 datsn in FrE (43.98+£3.00 days), FE
(44.97+1.83 days) and VE (44.58+1.97days). Visadilin of the scrotal bag, prepuce and
vulva occurred, respectively, earlier (P < 0.05) NM (45.22+1.25, 45.95+1.53 and
45.01+1.03 days) than in FrE (48.91+1.92, 48.52%1dnd 47.41+1.41 days), FE
(49.97£1.08, 49.18+2.00 and 47.64+1.82 days) and (BB.12+1.66, 49.27+1.61 and

47.93+1.92 days). The results show that fetal gegamn be accomplished from the 50th day
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onward in fetuses produced by natural mating aodhfthe 55th day onward in fetuses
derived from fresh, frozen and vitrified embryos.chn also be concluded that real-time
ultrasonography is a reliable tool for fetal sekedmination in sheep taking into account both

the location of the genital tubercle and the idaaiion of external genital structures.

Keywords: genital tubercle, prepuce, scrotal bag, vulvlagabund.

Introduction

Brazilian sheep raising is a sustainable alterediiv generation of profits and is one
of the primary production activities of rural poptibns, consolidating itself as an important
sector for socio-economic development of the cqurithe sheep is also a major source of
animal protein, and technical support is needeguide the use of biotechnology to increase
the productivity of flocks [1].

Embryo transfer is the most useful technique tcelecate genetic improvement of
sheep livestock in Brazil because it provides thpaootunity to disseminate the genetics of
highly proven elite females and males. However sttacity of female recipients for the high
number of embryos produced by hormonal stimulati@ve motivated development of
several types of vitrified embryos [2] to avoid Wwag excess embryos and retain these high
genetic quality embryos under appropriate condstibm be used in future embryo transfer
programs [3].

Determination of fetal sex in utero is useful inkmananagement decisions for dairy
or meat goats as well as for commercialization efuses of a certain sex [4]. The
development of integrated reproductive managemgstemss that combine ultrasonography
with other reproductive technologies, such asiemifinsemination and embryo transfer, will

further increase the practical applications ofagtmography [5].
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Previous studies have show that embryo cryopregsernvaxtends the gestation period
by at least four days, probably due to a slow doivaryopreserved embryo cellular activity
[2, 3, 6]. Preliminary data also showed that thgration period of genital tubercle in Dorper
[7] and Morada Nova fetuses [8] derived from ndtunating occurs earlier compared with
fetuses originating from frozen embryo transfer, flois reason, the authors suggested that
these fetuses should be sexed five days later.

Determination of the ideal time to visualize thenigg tubercle definitively positioned
by ultrasonography in small ruminants is vital nder to obtain higher accuracy rates in fetal
sexing [9]. There are several studies defininggeod of genital tubercle migration in ewe
fetuses derived from natural mating [9, 10] andrfripozen embryo transfer [7, 8]; however,
this information is still unknown in fetusegrived from fresh and vitrified embryo transfer.

The objective of this study was to identify the ratipn period of the genital tubercle
and the period of visualization of external genghalictures in fetuses of the Dorper breed

derived from natural mating and from fresh, froae vitrified embryo transfer.

Material and Methods

In this study, 130 Dorper fetuses, 75 males anéebtales, from 130 single pregnant
ewes were examined and allocated into four treatsn@M, FrE, FE and VE).

In NM, the fetuses (n = 33) originated from corigdInatural mating (monitoring the
female mating day and hour), whereas FrE (n = BE)(n = 33) and VE (n = 28) derived
from embryo transfer, with the embryos collectedays after breeding [11]. Treatment FrE
was composed of fresh embryos transferred to emwipi immediately after collection.
Treatment FE was composed of frozen embryos [1#], Breatment VE was composed of
vitrified embryos [3]. The cryopreserved embryogevieansferred to recipient ewes [12].

All females were mated only once, and the day dingaduring estrus was designated

as day 0 of pregnancy. The gestation period begitinisnatural mating in all females (embryo
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donors and females from natural mating). After peegy diagnosis by transretal
ultrasonography, the fetuses were monitored froen4®' to 60" day of pregnancy at 24 H
intervals. Fetuses were diagnosed as males whengeéhéal tubercle was positioned
immediately caudal to the umbilical cord and werggdosed as females when the genital
tubercle was positioned below the tail (FigureByen after genital tubercle migration, fetal
monitoring continued until identification of extedngenital structures, including the vulva in

females and the prepuce and scrotum in males.

)]

Figure 1 — Fetal sex identification in Dorper fetsisat 45 days of pregnancy from vitrified
embryo transfer. The figure shows images of a mMetles @) showing the location of the
genital tubercle (gt) located immediately caudath® umbilical cord (uc) and a female fetus
(b) showing the position of the genital tubercle {gttlose proximity to the tail (t).

The same experienced operator performed all ultrasoexaminations with the
animals restrained in a chute in a standing pesitilitrasound was carried out with an Aquila
Pro (Pie Medical, Maastrich, the Netherlands) apip@r equipped with a dual frequency,
linear transducer (6.0 and 8.0 MHz) coupled to aCPdlpport to facilitate manipulation
within the rectum of each doe [13]. A Sony prin{8eikosha VP/1200, Tokyo, Japan) was
also attached to the ultrasound equipment.

Prior to the exam, the content of the rectum wasually removed, and an ultrasonic

coupling gel was applied to the transducer priantaduction into the rectum. After location
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of the fetus, a scanning technique for fetal sexirag established using an ultrasonographic
longitudinal ventral plane [14].

In the last week of pregnancy, the females weresteared to individual boxes to
confirm the sex of fetuses immediately after birth.

The average values for the migration day of theitgketubercle as well as for the
visualization day of the scrotum, prepuce and vuliygles of fetuses from controlled natural
mating and fresh, frozen and vitrified embryo tfanswere evaluated using analysis of
variance and Tukey's test. The accuracy of fetaingewas analyzed by the chi-squared test

with a 5% level of significance.

Results

The migration period of the genital tubercle in NWds earlier (P < 0.05) than in FrE,
FE and VE; however, no difference (P > 0.05) waseoled among FrE, FE and VE (Table
1).

The periods of visualization of the scrotal bagpuce and vulva in NM were earlier
(P < 0.05) than in FrE, FE and VE; however, noaldhce (P > 0.05) was observed among
Frg, FE and VE (Table 1).

No difference (P < 0.05) was observed between #hegs of visualization of the
scrotal bag and prepuce; however, the vulva wasaliized earlier (P < 0.05) than the scrotal

bag and prepuce in FrE, FE and VE (Table 1).

Table * Mean and standard deviation of the day of genitddercle migration and
identification of the external genital structurdsDmrper fetuses derived from natural mating
(NM) and fresh (FrE), frozen (FE) and vitrified (YEmbryo transfer

Treatment Genital Tubercle Scrotal Bag Prepuce Vulva
X £ s (day) X £ s (day) X + s (day) X £ s (day)
NM 4210 +2.86 4527 +1.25 45.9% +1.53 45.0F +3.10
FrE 43.98 +3.00 48.97* +1.92 4852 +1.41 47.47° +1.41
FE 44.97 +1.83 49.97" +1.08 49.18* +2.00 47.64°% +1.82
VE 4458 +1.97 50.12" + 1.66 49.27" +1.61 47.93%+1.92

Different superscripts indicate significant diffaoes (P < 0.05) in the same column (ab) or line (AB)
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Figure 2 shows the high variation in the fetal sgxqperiod based on the final position
of the genital tubercle and/or on the presencextdreal genitalia according to the different
treatments.

14

12+

Number of Fetuses
]

B

42 43 44 45 46
Day of Pregnancy

|ONM @FrESFER VE|

Figure 2 — Variation in the number of days in whietal sexing became possible. The sexes
of fetuses derived from natural mating (NM) andskrgFrE), frozen (FE) and
vitrified (VE) embryo transfer were determined bgrisrectal ultrasound taking
into consideration the final position of the gehttegbercle and/or visualization of
the external genitalia.

Considering all fetuses that were born, the acguadcdiagnosis was 100% for all

treatments in the experiment.

Discussion

In the present study, genital tubercle migratiod aisualization of external genitalia
occurred later in fetuses derived from the tranefdresh, frozen and vitrified embryos than
in fetuses produced by natural mating. It has puesly been observed that the genital
tubercle migration [7, 8] of Dorper and Morada Ndetuses derived from frozen embryo
transfer is delayed compared with fetuses origngafrom natural mating [2, 3, 6]. The

authors [2, 3, 6] also reported that the pregnamesiod was four days longer in ewes
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transferred cryopreserved embryos. In regard tonegspecies, the development of fetuses
derived from unfrozen embryo transfer in mares rdythe first 30 days of pregnancy was
slower than of that of fetuses derived from nataorating [15].

Considering the information conveyed above, lowutal activity is induced by
frozen-thawed embryos [2, 3, 6] and results in @yden genital tubercle migration due to
handling of the frozen embryos [7, 8]. The reswfsthe present study indicate that the
outcome was influenced by embryo manipulation beeaw difference was noticed between
the fresh and cryopreserved embryos. Also, it hesnbsuggested that embryo handling
outside the uterine environment influences thenlateeriod of the embryos [15].

Regardless of whether the fetus is derived fromamaainating, fresh or cryopreserved
embryo transfer, fetal sexing performed only basethe final position of the genital tubercle
requires good ultrasound scanning equipment ankilledsand experienced operator who
knows the exact migration period for each specied bBreed. This recommendation is
particularly important in the case of female fetus®cause the genital tubercle migration
from its initial position to its final position shorter than in male fetuses.

In the present study, the early visualization @& thulva compared with the scrotum
might be associated with the smaller distance @u/éry the genital tubercle of the female
prior to reaching its final position under the tathen it transforms into this component of the
external genital structure.

Although sexing of fetuses produced by natural ngais possible between the 38th
and 48th days of pregnancy, it has been suggds&edhte ultrasonographic exam in ewes be
performed from the 50th day onwards [9]. Howeveis aissumption is not always correct for
fetuses derived from transfer of cryopreserved gosince in some fetuses this migration
can be delayed up to the 50th day of pregnancy tduspecies-specific and individual
variations. However, the best period to carry @talfsexing would be from day 60 onwards

as migration of the genital tubercle has surelyuoed by that time, even in embryos with
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delayed movement of positioning. Another factort timaist be considered is that by 60 days,
differentiation of the genital tubercle into extakrgenital structures has already occurred,
reducing the probability of mistakes in identificatt of fetal sex.

The results obtained in the present study suggestttansrectal ultrasonography is a
reliable technique for fetal sexing in ewes whdarasbund imaging is properly timed within a
specific period of pregnancy and accurately peréatnwith proper equipment and by
experienced operators. The results allow one t@lode that genital tubercle migration and
posterior differentiation into external genitalusttures differs between fetuses derived from
natural mating and embryo transfer, as well asfeétat sexing can be carefully done from the
55" day of pregnancy onward, especially in fetusesvddrfrom embryo transfer; however,
in fetuses produced by natural mating, fetal sexdag be performed from the Balay

onward.
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