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RESUMO

FATORES RELACIONADOS A DETERMINACAO DO SEXO DE POTROS DA
RACA PSC

Autor: Jonas Gomes Flores

Orientadora: Sandra Mara da Encarnagéo Fiala Rechsteiner

As biotécnicas da reproducdo na espécie equina avancaram na ultima década e os criadores de
equinos comegaram a questionar as possibilidades de interferéncia na determinacéo do sexo
dos potros. A determinacdo do sexo é importante, pois 0 sexo do potro possui grande
influéncia no valor comercial do mesmo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia do momento da cobertura em relacdo ao momento da ovulacéo no sexo dos potros e
outros fatores como: idade da égua e garanhdo; indutor da ovulagdo; ovario em que ocorreu a
ovulagdo e o didmetro do foliculo pré-ovulatorio também foram avaliados. O estudo foi
realizado em Haras na regido de Bagé e Acegua (RS) — Brasil (31°24'06.1"S 54°07'47.5"W) e
(31°30'16.0"S 54°07'45.5"W) nas estacbes de monta de 2011 a 2015. Utilizou-se 259 ciclos
reprodutivos de 160 éguas e 22 garanhdes da raca Puro Sangue de Corrida. Informac6es como
agente indutor de ovulagéo utilizado (Deslorelina; n = 187 ou hCG; n = 72); data da cobertura
(n = 259); momento da ovulacdo em relacdo a cobertura (+ 24 horas; n = 69 e - 24 horas; n =
190); idade da égua (G1: até 8 anos; n = 123, G2: 9 até 14 anos n = 110 e G3: >14 anos; n =
26); idade do garanh&o (Até 14 anos; n = 11 e >15 anos; n = 11) ; ovario em que a ovulacgéo
ocorreu (Direito; n = 122 e Esquerdo; n = 137); foram registrados e avaliados. No total de
potros nascidos, 136 foram machos (52,51%) e 123 foram fémeas (47,49%). O tempo
decorrido ap6s a cobertura ndo influenciou o sexo dos produtos, nas éguas que ovularam com
— 24h ap6s a inducdo da ovulagéo: 104 potros (54,74%) eram machos e 86 (45,26%) eram
fémeas, enquanto que nas éguas que ovularam com + 24h, 32 potros (46,38%) eram machos e
37 (53,62%) eram fémeas. A porcentagem de fémeas nascidas em relacdo a idade da égua foi
de 46,34% (n=57), 47,27% (n=52) e 46,15% (n=12) nos grupos G1, G2 e G3 respectivamente.
Garanhdes com idade até 15 anos tiveram 44,14% (n=49) de fémeas e com mais de 15 anos



49,66% (n=73) eram fémeas. N&o houve diferenca no sexo dos produtos quanto ao agente
indutor da ovulacdo (Deslorelina x hCG) e ovario em que ocorreu a ovulacdo. O presente
estudo concluiu que nenhum dos fatores estudados alterou a propor¢do macho:fémea dos

potros nascidos.

Palavras-chave:Macho:Fémea; Ovulacio; Espermatozoide; Egua; Garanh3o.
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ABSTRACT

FACTORS RELATED TO THE SEX OF FOALS IN THOROUGHBRED HORSES

Author: Jonas Gomes Flores

Advisor: Sandra Mara da Encarncédo Fiala Rechsteiner

The biotechnologies of reproduction in equine species have been improved in the last decade
and the horse breeders started to inquire about the possibility of intervention regarding to the
sex determination in foals. Sex determination is important because the sex of the foal has a
great influence on the commercial value of the foal. The aim of the present study is was to
evaluate the influence of the time of the breeding in relation to time of ovulation in the sex of
the foals, besides analyzing other factors such as: the age of the mare and the stallion;
ovulation inductor, ovary and the diameter of the preovulatory follicle. The study was
accomplished in studs located Bagé/RS and Acegué/RS — Brazil (31°24'06.1"S 54°07'47.5"W)
and (31°30'16.0"S 54°07'45.5"W) during the breeding seasons from 2011 to 2015, using 259
reproductive cycles of 160 mares and 22 stallions of Thoroughbred breed. Information like
the induction of ovulation agent that was used (Deslorelin; n = 187 or hCG; n = 72); date of
breeding (n = 259); time of ovulation in relation to the breeding (+24 hours; n = 69 and -24
hours; n = 190); age of the mare (G1: up to the age of 8; n = 123 G2: from the age of 9 to the
age of 14; n = 110 and G3: >14 years old; n = 26); age of the stallion (up to the age of 14; n =
11 and >15 years old; n = 11); ovary in which the ovulation occurred (Right; n = 122 and
Left; n = 137) were catalogued and evaluated. As result, 136 (52,51%) were born colts and
123 (47,49%) were born fillies. The elapsed time from breeding to ovulation did not influence
on the sex of the product, on mares that ovulated in less than 24 hours after the ovulation
induction: 104 foals (54,74%) were male and 86 (45,26%) were female, whereas in the mares
that ovulated in more than 24 hours, 32 foals (46,38%) were male and 37 (53,62%) were
female. The percentage of born females regarding to the age of the mare was 46,34% (n = 57),
47,27% (n = 52) and 46,15% (n = 12) in the groups G1, G2 and G3, respectively. From
stallions up to the age of 15 years, 44,14% (n = 49) were females and from those which were

older than 15 years old, 49,66% (n = 73) were females. There was no difference regarding the
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sex of the product in relation to the ovulation inducer agent (Deslorelin x hCG) and ovary in
which the ovulation occurred. None of the factors studied modified the male:female
proportion of the born foals.

Keywords: Male:Female; Ovulation; Sperm cells; Mare; Stallion.
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1 INTRODUCAO

Em nossa sociedade, o cavalo apresenta diversos papeis: forca de trabalho, lazer,
esporte, producdo de soros hiperimunes e em tratamentos como na equoterapia, denotando
sua tamanha importancia para o homem. Referida grandeza é confirmada pelos dados do
IBGE, segundo os quais, no ano de 2015, o Brasil ocupava a quarta posi¢cdo no rebanho
mundial, com cerca de 5,5 milhdes de animais (IBGE, 2015). Entre as prestacdes de servicos
da equinocultura encontram-se a reproducdo e o melhoramento genético utilizando as
biotecnologias da reproducdo, consequentemente este setor cresce acompanhando a demanda
da atividade (PESSOA, 2016). Somente com a producdo de cavalos, 0 agronegocio
movimenta valores proximos a R$ 7,3 bilhdes, gerando, ainda, 3,2 milhGes de empregos
diretos e indiretos (ALMEIDA e SILVA, 2010).

Conforme escritos de Democrito de Abdera, os gregos do século V AC acreditavam
que cada testiculo dava origem a um dos sexos, e que a retirada do esquerdo resultava no
nascimento de filhos de sexo masculino, preferidos em sociedades altamente machistas
(HUNTER, 1995).

Sabe-se que a metade dos espermatozoides contém o cromossomo Y, que gera
machos; a outra metade, 0 X, que origina as fémeas. O sexo do descendente é determinado
pelo tipo de espermatozoide que fertiliza o dvulo, logo, é 0 gameta paterno que determina o
sexo da prole (PARISOTTO et al., 2003).

O sexo do potro possui grande influéncia no valor comercial do animal, eis que certas
linhagens de cavalos apresentam melhores resultados (morfoldgicos, performaticos etc.), a
depender dos descendentes serem machos ou fémeas.

Com o avanco das biotecnologias, os criadores de equinos comecam a questionar as
possibilidades de interferéncia na determinacdo do sexo dos potros. Para criadores de cavalos,
0 interesse em gerar um potro com o sexo pré-determinado € subjetivo. Eis algumas das
possiveis raz0es: substituir uma égua; gerar um animal de linhagem nobre que mais tarde
possa se tornar um garanhdo; alguns garanhdes aparentemente produzem melhores potros do
gue potras ou vice-versa; ou, ainda, por interesses econémicos (SAMPER et al., 2012).

Segundo CHEZUM e WIMMER (1997), na raca Puro Sangue de Corrida (PSC),
potros machos apresentaram melhores precos em leilGes realizados nos Estados Unidos.

A possivel separagdo dos espermatozoides portadores do cromossomo sexual

masculino (Y) e do cromossomo sexual feminino (X) é uma alternativa interessante para a
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inddstria de producdo animal devido a possibilidade de ganho econdémico e gerencial,
resultante da escolha programada do sexo dos descendentes (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003).

Algumas abordagens tecnoldgicas sdo utilizadas na tentativa de selecionar o sexo em
mamiferos, seja nas espécies de interesse zootécnico, seja em especies ameacadas de extincao,
em animais de companhia ou mesmo na reproducdo humana assistida. Neste sentido,
destacam-se duas alternativas: a separacdo de espermatozoides portadores do cromossomo X
daqueles portadores do cromossomo Y, através da citometria de fluxo, técnica, todavia, cujo
equipamento ainda € muito caro; ou a sexagem de embrides prée-implantacdo, o que nao é
permitido na criagdo de cavalos PSC (LIMA, 2007).

O estro na égua dura de cinco a sete dias, enquanto que a maioria das ovulagGes ocorre
de 24 a 48 horas antes do final do estro, dificultando, desta forma, a determinacdo do
momento exato da ovulacdo. Existem substancias capazes de induzir a ovulacdo em éguas,
como a Gonadatrofina Coriénica Humana (hCG) e a Deslorelina. Com a utilizacdo destas, e
desde que a égua se encontre apta, € possivel obter uma ovulacdo em um intervalo de até 48
horas, com 80% e 83,3% de eficacia, respectivamente (BERGFELT, 2000; SAMPER et al.,
2002). Através desta abordagem, € possivel aproximar ou afastar o0 momento da cobertura da
ovulacdo; e, com o exame ultrassonografico, via transretal, pode-se obter o diagndstico
preciso da ovulagéo.

Em algumas espécies, como bovinos, ovinos, camundongos e humanos, estudos
demonstraram que 0 momento da cOpula ou inseminacdo artificial, em relacdo a ovulacéo,
influencia na propor¢cdo macho:fémea da prole (MARTINEZ et al., 2004; HORNING e
McCLINTOCK, 1996; PAUL e KUESTER, 1987; WEHNER et al., 1997). Todavia, até o
momento, nenhum estudo com equinos neste mesmo sentido foi publicado.

Ainda hoje, € muito comum proprietarios de cavalos e Médicos Veterinarios
discutirem se 0 momento da cobertura e 0 momento da ovulacao da égua teriam influéncia no
sexo do potro. Muitos acreditam na hipo6tese que coberturas realizadas proximo a ovulagdo
geram potros machos, considerando que 0 espermatozoide Y € mais rapido e chegaria
primeiro em condi¢6es de fertilizar o o6cito.

O objetivo do trabalho foi avaliar se 0 momento da cobertura pode ou n&o alterar a
proporcdo macho:fémea, bem como investigar eventuais outros fatores que possam ter

interferéncia no sexo dos potros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do Sémen Equino

O periodo de tempo para uma espermatogonia ser convertida em um espermatozoide
incorporado dentro do Iimen do tdbulo seminifero é de 55-57 dias no garanhdo (HAFEZ e
HAFEZ, 2000).

Aproximadamente nove dias sd0 necessarios para o transporte dos espermatozoides
através do sistema de ductos, consequentemente, uma populacdo nova de espermatozoides
pode ser ejaculada apdés 64-66 dias (LOVE, 2002). Bilhdes de espermatozoides sdo
produzidos a cada dia (16 milhGes de espermatozoides por grama de tecido testicular por dia
no garanhdo) sendo que muitas das células produzidas sdo defeituosas e sdao eliminadas
através de apoptose e fagocitose pelas células de Sertoli, e outras sdo eliminadas no ejaculado
(HENINGER et al., 2004).

Em média, um garanhdo ejacula entre 10 e 100ml de sémen e cerca de 6 bilhdes de
espermatozoides por ejaculado, havendo uma enorme variacdo entre individuos (MOREL,
2003). Touros ejaculam de 5 a 7ml de sémen, com uma concentragdo de 7 a 11 bilhdes de
espermatozoides (SILVA et al., 2009). Uma das caracteristicas mais comumente avaliada é a
motilidade espermatica, que expressa a proporcdo de espermatozoides moveis presentes no
sémen, tal avaliacdo é feita colocando-se uma gota de sémen entre uma lamina e laminula
previamente aquecidas entre 35-37°C e analisado por microscopio em um aumento de 200X
em uma escala de porcentagem variando de 0 a 100%, a motilidade total para a maioria dos
garanhdes varia de 40 a 80% (CBRA, 2013).

Existe uma diferenca no conteddo de DNA dos espermatozoides, em bovinos o
cromossomo X contem aproximadamente 4% a mais de DNA do que cromossomo Y
(ALMEIDA e ALVAREZ, 2003), em garanhfes a proporcéo é de 3,4%-3,7% (GARNER,
2006). Conforme Wilcox et al. (1995), o cromossomo X possui maior massa do que o
cromossomo Y, e essa diferenca de densidade poderia influenciar o movimento espermaético.

O espermatozoide que carrega 0 cromossomo Y tem cabeca menor, é mais rapido e
menos resistente em comparacdo aquele que carrega o X. Dessa maneira, se a cobertura
ocorrer perto do periodo da ovulacdo, ha mais chances do espermatozoide Y encontrar o
odcito e, consequentemente, a prole nascer com o sexo masculino. J& se a cobertura ocorrer

muito tempo antes da ovulacdo, o espermatozoide X, mais resistente e mais lento, tera
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maiores chances de sobreviver até o periodo da ovulacdo, resultando em prole do sexo
feminino (MARTINEZ et al., 2004).

Shettles (1961) estudando diferencas morfoldgicas de espermatozdides humanos,
constatou que as cabecas dos espermatozdides com o0 suposto cromossomo sexual Y eram
menores e ovais, enquanto que nos portadores do X eram maiores e arredondadas. Homens
cujos ejaculados possuiam predominio da primeira ou da segunda forma, tiveram mais filhas
do que filhos e vice-versa, respectivamente. Nos animais, porém, ndo existem diferencas
morfologicas detectaveis microscopicamente.

Hossain et al. (2001), separando 0s espermatozOides humano quanto ao seu
cromossomo X e Y atraves da técnica Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) e os avaliando
em microscopia eletrénica, ndo encontraram diferencas morfoldgicas entre ambos.

Segundo Almeida e Alvarez (2003) existem diversas técnicas que tentam separar 0S
espermatozéides quanto ao seu cromossomo (imunoldgicas, eletroforéticas, de motilidade em

meios Vviscosos, centrifugacdo em gradientes de densidades, citometria de fluxo, entre outras).

2.2 Centrifugacdo em Gradiente de Densidade

A centrifugacdo ou sedimentacdo dos espermatozéides permite a separacdo das células
contendo cromossomo X ou Y, porque existe uma diferenca de massa relacionada com a
guantidade de DNA e proteina nuclear, sendo maior nos portadores do cromossomo X. Duas
substancias sdo conhecidas como gradientes de alta densidade na separacdo dos
espermatozoides: Percoll e OptiPrep (RESENDE et al., 2010).

A centrifugacdo em gradiente de densidade é capaz de separar 0s espermatozoides X
dos Y a um custo bem menor e sem prejuizo a viabilidade espermatica, apesar de uma
acuidade menor (ao redor de 70%) a obtida na citometria de fluxo (HOSSEPIAN DE LIMA,
2005).

Blottner et al. (1993) utilizaram, em bovinos, como gradiente solucdo de Percoll em
concentragOes variadas. Esta tecnologia possibilitou o fracionamento dos espermatozoides,
onde em sua maioria, 0s mais densos (X) ocuparam a parte inferior e 0s menos densos (Y)
ocuparam a porcdo superior da fracdo. As fracGes foram posteriormente utilizadas para
fertilizag&o in vitro (FIV) e a sexagem dos embrides por PCR revelou 75% machos da fragdo
superior e 92% de fémeas da porgdo inferior.

Em estudo realizado por Carvalho et al. (2009), os pesquisadores avaliaram se 0

sémen bovino criopreservado de um mesmo ejaculado e submetido a sexagem pelo método de
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citometria de fluxo apresentaria motilidade diferente antes e apds passagem por gradiente de
Percoll. Os autores concluiram que o sémen ndo sexado apresentou motilidade superior antes
e apds passagem pelo gradiente de Percoll, enquanto os espermatozdides X e Y nédo

apresentaram diferenca quanto a motilidade e movimento progressivo.

2.3 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é o método fisico de separacdo de espermatozdides que tem hoje
0 maior reconhecimento. A citometria de fluxo explora o maior contetdo de DNA do
espermatozéide X em comparacdo ao espermatozdide Y. Esta diferenca fisica € pequena e
varia entre espécies, sendo em bovinos de apenas 3,7 a 4,2%, dependendo das racas
(GARNER et al., 1983).

A citometria de fluxo permite a sexagem do sémen por separacdo dos espermatozéides
contendo cromossomo X dos Y com base no DNA. As células sdo coradas com Hoechst
33342 e, de acordo com a intensidade da fluorescéncia, sdo separadas (DELL’AQUA et al,
2011). O corante se liga 4% a mais ao DNA dos espermatozdides X do que aos de Y e através
de um feixe de laser ligado a um computador é possivel diferenciar os espermatozoides
conforme seu grau de fluorescéncia (SEIDEL JR, 2007).

A classificacdo das células funciona da seguinte forma: quando o fluido passa pelo
citometro ele é quebrado por um cristal vibratério em pequenas goticulas, formando de 70 000
a 80 000 gotas por segundo, cada gota pode possuir um espermatozéide, mais de um e outras
ficam vazias. A goticula que possuir espermatozéide com cromossomo X, conforme analisada
pelo computador, recebe uma carga elétrica positiva, se possuir um espermatozéide Y uma
carga elétrica negativa e se estiver vazia ou com mais de um espermatozdide ndo recebe carga
nenhuma (SEIDEL JR, 2007).

A medida que as gotas passam pelo bico do citdbmetro a uma velocidade de 80km/h,
passam por dois campos elétricos positivo de um lado e negativo no outro. Como cargas
elétricas opostas se atraem, goticulas com uma carga positiva (contendo espermatozoide X)
movem-se para a parte negativa do campo, aquelas com carga negativa (espermatozéide Y)
movem-se em direcdo ao campo positivo, e aquelas sem carga, continuam direto para baixo.
Portanto, sdo produzidos trés fluxos de goticulas que podem ser coletados em trés tubos de
ensaio, separando assim o espermatozéide X do espermatozoide Y (SEIDEL JR, 2007).

A citometria de fluxo utiliza principalmente sémen fresco, uma vez que o sémen

descongelado é mais fragil as agressdes do processo de sexagem (DELL’AQUA et al, 2011).
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Embora com bons resultados na separa¢do espermatica, a citometria de fluxo apresenta
pontos negativos, em relacdo ao investimento com o equipamento (U$ 250,000) e pela baixa
producdo/equipamento/hora, que ndo ultrapassa 12x10¢ espermatozoides em alta velocidade
de separacdo (JOHNSON e WELCH, 1999) restringindo bastante sua utilizagdo na industria
da inseminag&o artificial. Outros fatores limitantes sdo: a) o baixo nimero de espermatozoides
sexados viaveis; b) a longa exposi¢do ao corante sob alta temperatura (37°C); ) a necessidade
de utilizar sémen in natura, jA& que ocorre a diminuicdo da eficiéncia de sexagem de
espermatozoéides descongelados, devido ao fato do congelamento prejudicar a uniformidade
da coloragdo dos nacleos, com o corante Hoechst 33342 (JOHNSON et al., 1994).

2.4 Ovulacéo

O tempo de viabilidade dos gametas e a duragdo do estro sdo fatores determinantes no
estabelecimento do momento e da frequéncia de coberturas a serem realizadas. Além disso, na
espécie equina 0 momento da ovulacdo esta relacionado ao término do estro e ndo ao seu
inicio, como na maioria das espécies domésticas (GINTHER, 1992).

Espermatozoides estdo presentes no oviduto de éguas duas horas apds a inseminacao
ou monta natural (WATSON e NIKOLAKOPOULOS, 1996) e ainda, mesmo que raramente,
podem fecundar o odcito até seis dias ap6s a cobertura (THOMAS et al., 1994).

Alguns pesquisadores relatam que a viabilidade do espermatozoide apos a cobertura é
de 48 a 72 horas, enquanto o odcito permanece viavel por 6 a 18 horas apds a ovulacdo.
Preconiza-se a realizacdo da cobertura, ou inseminacdo, em intervalos de 48 horas até a
deteccdo da ovulacdo ou interrupcdo do estro. Com a utilizagdo desse manejo, tém sido
relatadas taxas de prenhez por ciclo de 58,2% a 71,4% (FERRAZ e VICENTE, 2006).

Durante o processo ovulatorio, ocorrem trés alteracdes: a) maturacao citoplasmatica e
nuclear, b) ruptura da coesao entre as células do cumulus oophorus e as células da granulosa e
c) adelgacamento e ruptura da parede folicular externa (HAFEZ, 2000).

Em muitas espécies, a ovulacdo ocorre ap6s um pico de LH, na égua a ovulagéo ocorre
apo6s uma constante e lenta elevacdo na concentracdo plasmética de LH (GINTHER, 1992),
ovulagéo é resultado de alteragdes citologicas e bioquimicas na parede do foliculo.

Para que a ovulacdo seja bem sucedida, o fluido folicular contendo o odcito tem que
passar através do epitélio folicular, da lamina basal, teca interna, teca externa, estroma
ovariano, tunica albuginea e epitélio germinativo. Geralmente proximo ao momento que o

foliculo é estimulado pelo LH, este cresce o suficiente para fazer uma protuberancia na
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superficie do ovério, tanto que o estroma oferece pouca ou nenhuma resisténcia a ovulagéo
(MCKINNON e VOSS, 1993).

Ap0s sofrer estimulo do LH, o foliculo se rompe e 0 odcito é expelido atraves da fossa
de ovulagdo. O odcito €, entdo, capturado pelas fimbrias, liberado no infundibulo e migra até a
ampola do oviduto onde ira ocorrer a fertilizacdo. Ap6s a ruptura do foliculo, ocorre uma
hemorragia na parede folicular rompida que vai dar origem & formacao do corpo hemorrégico.
As células da granulosa e da teca se transformam estrutural e funcionalmente se luteinizando
e na sequéncia vao formar o corpo luteo (HAFEZ e HAFEZ, 2000).

A maturacdo oocitaria, fundamental para o od6cito adquirir capacidade de ser
fecundado, ocorre em duas fases. A primeira é conhecida como fase de crescimento e confere
ao odcito a capacidade de reiniciar a meiose, regulando a sintese de proteinas e a formacao de
organelas, que o diferencia em um gameta funcional. A segunda fase, caracterizada pelo
reinicio da meiose, é normalmente denominada de maturagdo final do odcito e ocorre apds a
puberdade, em foliculos pré-ovulatérios (FERNANDES, 2004).

A maioria das éguas ovula com foliculo medindo 40 a 45mm, como no caso das racas
PSC e crioula, no periodo correspondente a 24 a 48 horas antes do final do estro, que tem
duracdo de 7 dias em média na égua. Entretanto, apesar destes parametros estarem bem
estabelecidos para a maioria das éguas, tanto o diametro folicular pré-ovulatério, bem como a
duracdo do ciclo estral sdo amplamente varidveis. Algumas éguas podem ovular com um
foliculo de 35mm de diametro e com a consisténcia firme, considerando que outras nédo
ovulardo até que o foliculo atinja 50mm (SAMPER, 1997).

2.5 Indutores da Ovulagdo

Em éguas que estdo ciclando normalmente a finalidade de se induzir a ovulacdo é
melhorar 0 manejo reprodutivo e sincronizar a ovulagdo de modo que esta ocorra 0 mais
proximo possivel da cobertura. Quando a monta natural ou sémen fresco séo utilizados, o
intervalo entre a inseminacgéo e a ovulacdo pode variar entre 0 a 48 horas (PALMER, 1993).

A melhor maneira para selecionar o momento de induzir a ovulagdo consiste na
utilizacdo de agentes indutores quando um foliculo de 35mm e edema uterino sdo
diagnosticados na égua, momento em que o foliculo se encontra responsivo ao LH
(PALMER, 1993).
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Desta forma, apds a inducdo da ovulagcdo, a maioria das éguas ird ovular no periodo
correspondente a 36 e 48 horas, demonstrando uma variacdo individual acentuada, a qual
pode estar relacionada ao didmetro ovulatério de cada animal (SAMPER, 1997).

A ultra-sonografia € uma ferramenta bastante eficiente no controle da ovulacéo, pois
proporciona a mensuracdo do didmetro folicular, como também a classificacdo do grau de
edema endometrial (variando de 0 a 5, onde 0 é a auséncia de edema e 5 0 edema m&ximo)
(SAMPER, 1997).

Nos dias de hoje, protocolos hormonais na reproducdo equina utilizam agentes como
indutores da ovulacdo a Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG), os agonistas do Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), geralmente a Deslorelina e 0 Hormonio Luteinizante
Recombinante equino (reLH) (SQUIRES, 2008). Estes agentes possuem maxima eficiéncia
guando sdo administrados a éguas com edema endometrial, cérvix relaxada e na presenca de
um foliculo com didmetro superior a 35mm (SAMPER, 2002).

O hCG é um hormonio glicoprotéico, produzido pelas vilosidades coribnicas da
placenta durante a gestacdo da mulher. Apresenta seu pico quando a gestacdo chega a nona
semana e comeca a decair progressivamente até desaparecer por completo um més apos parto
(NEWCOMBE e WILSON, 2007).

Nas espécies domésticas, 0 hCG tem funcdo de LH, provocando ovulagdo e
desenvolvimento do corpo luteo (GINTHER, 1992).

O hCG se encontra comercialmente em uma fracdo liofilizada em frascos de 500 a
5000 unidades internacionais (Ul), com um solvente. As vias endovenosa, intramuscular e
subcutanea s&o eficazes (NEWCOMBE E WILSON, 2007).

N&o existe uma dose padrdo, variando entre 750 Ul a 5000 Ul ou mais, sendo que a
maioria das doses utilizadas é entre 2000 a 3000 Ul, geralmente de 1 a 2 ml em dose Unica
(FLEURY et al, 2007).

Depois da aplicagdo do hCG, a sua meia vida se divide em duas fases, a primeira
ocorre entre 5-9 horas e a segunda se inicia entre 24-33 horas. Esta diferenca na meia vida se
deve a presenca do &cido sialico na molécula, diminuindo a capacidade de metabolizacéo pelo
figado, aumentando o periodo de permanéncia no plasma (HERSHMAN, 2004).

Alguns autores acreditam que o0 uso continuo de hCG pode estar associado a uma
diminuicdo na eficiéncia em induzir a ovulagdo, pois sendo uma proteina heterdloga, sua
administracdo resultaria na producdo de anticorpos, diminuindo sua eficacia, fato que também

pode ocorrer com 0 aumento da idade da égua (McCUE et al., 2004).
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O GnRH é um decapeptideo, sintetizado e armazenado no hipotalamo basal médio. Ele
estabelece a ligacdo entre o sistema humoral e os sistemas enddcrino e nervoso, de modo que,
em resposta a estimulacdo nervosa, pulsos de GnRH sdo liberados no sistema porta-
hipotalamo-hipofisario induzindo a hipofise anterior a liberar LH e FSH (HAFEZ e HAFEZ,
2004).

A deslorelina é um analogo do GnRH produzido pela substituicdo da glicinana posi¢do
6 pelo triptofano, retirando a glicina da posi¢do 10 e adicionando uma amida na prolina da
posicdo 9 (6-D-triptofano-9-(N-etil-L-prolinamida)-10-Desglicinamida LH-RH). Este
horménio tem se demonstrado eficiente em aumentar as concentragcdes de LH e induzir a
ovulacdo em éguas ciclicas (MUMFORD et al., 1995).

O desenvolvimento de agonistas e analogos de GnRH aumentou a meia vida deste
horménio através de modificacdes estruturais no GnRH natural, 0 que permitiu 0 aumento nos
niveis de LH por 12 a 24 horas apds a administracdo dos mesmos (BERGFELT, 2000).

A dose recomendada de acetato de deslorelina € de 1 a 2 mg em veiculo de liberacao
lenta, provocando ovulacéo até 48 horas em 90% das éguas (FLEURY et al., 2003)

2.6 Fecundagéo

Os espermatozoides depositados no trato genital da égua devem atravessar o Utero e
através da juncdo utero-tubarica, chegar ao oviduto, interagir com o epitélio deste e fertilizar o
oocito (BERGER, 1996).

O encontro entre espermatozoide e odcito acorre na ampola do oviduto e contragdes
peristélticas da ampola aumentam a chance de contato entre 0s gametas masculino e feminino
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Na égua, o estro tem uma duracdo de cinco a sete dias e a fecundacdo pode ocorrer até
cinco dias ap6s a monta ou inseminagdo, portanto pode ser necessario um armazenamento
prolongado de espermatozoides vidveis no trato reprodutivo da fémea (THOMAS et al.,
1994).

O ejaculado é depositado no Utero da égua durante a copula. Em funcdo disso, a
juncéo Utero-tubéarica € a principal barreira que os espermatozoides devem transpor para
atingirem a ampola, o local da fecundacdo (TROEDSSON et al., 1998).

Apbs a chegada ao oviduto, os espermatozoides se aderem as células do epitélio
tubarico formando o reservatorio espermatico. Nos mamiferos, o reservatorio se forma no

istmo do oviduto algumas horas apds a monta ou inseminacdo artificial (BADER, 1982).
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Nas espécies onde o sémen é depositado dentro do Utero durante a cobertura, 0s
espermatozoides se encontram totalmente ou a maior parte deles capacitados nas partes
iniciais do istmo, onde os espermatozoides “fertilizadores” estdo armazenados (FLESCH e
GADELLA, 2000).

Fiala et al. (2007) concluiram que com duas horas apos a inseminacéo artificial havia
espermatozoides suficientes para permitir a fecundacgdo na juncdo Utero-tubéarica, em mais de
54% das éguas, fato observado para 67% e 74% delas as 4 e 24 horas, respectivamente.

A passagem dos espermatozoides pelo utero deve ser rapida, pois o Utero se torna um
ambiente hostil ap6s a cobertura para 0s espermatozoides, que devem alcancar o oviduto em
até 4 horas, a fim de sobreviver e fertilizar o o6cito (TROEDSSON et al., 1998).

O transporte e a sobrevivéncia dos espermatozoides variam de acordo com a
fertilidade da égua e do garanhdo (TROEDSSON et al., 1998).

2.7 Fatores que Influenciam o sexo dos Produtos:

Para muitos pesquisadores ndo ha nenhuma evidéncia de uma capacidade de
fertilizacdo do espermatozoides relacionada ao cromossomo sexual que ele transporta. Com
isto, a probabilidade de um odcito ser fertilizado por um espermatozoide com 0 cromossomo
X ou Y é a mesma, portanto o resultado esperado no sexo da prole ocorre na propor¢do de
1:1 (KING et al., 1991). Porém, a cobertura ou inseminacdo em um determinado periodo do
ciclo estral da fémea demonstrou ter influéncia na propor¢éo entre 0s sexos no nascimento de
roedores, primatas e ruminantes (HAMMON, 1934; HORNING e McCLINTOCK, 1996;
PAUL e KUESTER, 1987; WEHNER et al., 1997).

Em algumas espécies, como, por exemplo, 0s bovinos, hd um grande interesse
econémico em se determinar o sexo da prole. Na pecuaria leiteira, o interesse maior seria por
fémeas (AURICH e SCHNEIDER, 2014); ja na pecuaria de corte, por machos
(HOHENBOKEN, 1999).

Uma pesquisa de mercado realizada na Holanda por Graff em 2010 com criadores de
cavalos da raca Friesian, apontou que 65,3% dos proprietarios teriam interesse em escolher o
sexo do potro (GRAFF, 2010 apud SAMPER et al., 2012).

De acordo com pesquisadores (Martinez et al., 2004; Gutierrez et al., 1998; Cameron
et al., 2007; Giraldo et al., 2010; Hylan et al., 2009; Santos et al., 2015) outros fatores, como:
momento da ovulagdo, condicdo corporal e idade dos progenitores também sdo capazes de

interferir na proporgéo macho:fémea.
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2.7.1 Momento da Ovulagao

Um estudo realizado por Martinez et al. (2004) com bovinos, onde 716 vacas foram
inseminadas em intervalos de 8-18h, 18-36h e mais de 30h a partir da deteccdo visual do
estro, mostrou diferenca na propor¢cdo macho:fémea da prole. Nas vacas que foram
inseminadas no intervalo de 8-18h apds a detec¢do do estro o percentual de fémeas nascidas
foi de 73,05% e nas vacas inseminadas com 30h ou mais o percentual de machos nascidos foi
de 72,06%.

Em outro estudo realizado por Gutiérrez et al. (1998), 380 ovelhas foram inseminadas
gerando 537 cordeiros. As ovelhas foram inseminadas 5h antes da ovulacdo e 5h apds a
ovulacgdo, o primeiro grupo gerou mais fémeas e o segundo mais machos.

Estudos em humanos apresentam resultados divergentes. Para Shettles e Rorvik
(1984), casais que desejam filhos homens devem ter relacbes sexuais préximo a ovulagdo.
Desta forma, a chance de gerarem um menino € de 85%. Estes autores acreditam que o
espermatozéide Y é mais rapido, atravessando, assim, o muco cervical e alcancando o odcito
primeiro. J& para Zarutskie et al. (1989), quando o coito ocorre perto da ovulacdo, mais
meninas sdo geradas. Estes autores tinham interesse de confirmar os resultados obtidos por
Shettles e Rorvik (1984) e encontraram dados contrarios, mas ndo conseguiram explicar o
porqué deste acontecimento.

Em um estudo realizado por Allen et al. (1995), num total de 625 ciclos menstruais,
amostras de urina de 221 mulheres foram avaliadas diariamente para a mensuracdo de
progesterona e estrégeno para deteccdo da ovulacdo, a frequéncia de relagbes sexuais
realizadas era comunicada, ndo houve diferenga em relacdo ao sexo dos bebés e 0 momento
da ovulacéo.

Por outro lado, na natureza, em um estudo feito com cervideos da cauda branca por
Verme e Ozoga (1981) foi detectado que as fémeas que foram cobertas durante as primeiras
36h do aparecimento do estro produziram um numero maior de fémeas (72,9%) e as cobertas
com mais de 36h produziram mais machos (69,7%). A explicacdo seria que quanto mais cedo
ocorresse 0 acasalamento um ndmero maior de machos ocupava o territorio e por uma questédo
de preservacao da espécie mais fémeas sao geradas.

Uma observacdo de Samper et al. (2012) demonstra que ndo existem estudos
controlados demonstrando se 0 momento da ovulagdo teria influéncia no sexo da prole de

equinos.
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2.7.2 Condicao Corporal da Progenitora

Em uma pesquisa realizada por Cameron et al. (2007), 400 cavalos selvagens que
habitavam o norte da Nova Zelandia foram monitorados por cerca de 5 anos. Os animais eram
catalogados e tinham seus dados registrados, principalmente o estado corporal das éguas no
momento da concepgdo. O resultado encontrado foi que 80% das éguas que ganharam
condicdo corporal geraram um macho enquanto 3% das éguas que perderam condicao
geraram um macho, o que segundo os autores seria consequéncia do aumento da glicose
circulante.

Em estudo realizado por Machado et al. (2001) em ratos, as fémeas foram induzidas a
diabetes através da aplicacdo intravenosa da substancia aloxana (100mg/kg) que tem uma
acao toxica nas células beta do pancreas, ap6s a aplicacdo desta droga o nivel de glicose
circulante foi avaliado e se mostrou elevado nas cobaias, sendo que houve um incremento

significativo na geragédo de ninhadas do sexo masculino.

2.7.3 Assincronia do Desenvolvimento

Para uma gestacdo sauddvel é importante que o crescimento embrionario e as
condicBes uterinas estejam se desenvolvendo de forma sincronizada, para que o Utero tenha
condicdes de receber e nutrir o embrido no momento da implantacéo.

Estudos em bovinos (GRISART et al. 1995) e em suinos (CASSAR et al. 1994)
demonstram que ha uma diferenca na velocidade de crescimento dos embrides masculinos
guando comparados aos femininos, geralmente na fase de blastocisto. Essa diferenca pode
levar a insucessos na fase de implantacdo ocorrendo morte embrionéria precoce.

Segundo Krackow (1997), diversos fatores ambientais, psicoldgicos e fisioldgicos
podem influenciar no sexo da prole. O mecanismo utilizado seria a capacidade de a fémea
sincronizar o desenvolvimento uterino com o desenvolvimento embrionario, favorecendo ou

ndo o embrido na fase de implantagé&o.
2.7.4 Ovarios
Em um experimento onde ovarios esquerdos e direitos provenientes de diversas racas

de vacas abatidas em frigorifico foram aspirados e tiveram seus odcitos maturados,

fertilizados, cultivados in vitro e posteriormente o sexo do embrido foi determinado por PCR,
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de um total de 447 embrides, 239 foram produzidos a partir de odcitos do ovéario esquerdo,
enquanto 208 foram produzidos a partir de odcitos do ovario direito. Mais fémeas foram
geradas a partir de odcitos produzidos pelo ovario esquerdo 55,2% para 44,8% de machos
gerados, mesmo assim, os resultados ndo apresentaram diferenca significativa (HYLAN et al.,
2009).

2.7.5 Corno Gestante

O (tero da égua é formado por um corpo, que tem inicio no colo, e apresenta dois
cornos relativamente curtos, que terminam nos ovidutos. O Utero é onde a maior parte do
desenvolvimento embrionario ocorre e é o local onde os espermatozoides sdo depositados
durante a cobertura (SENDEL, 2010).

Embora nédo seja determinante para a determinacdo do sexo, 0 corno uterino pode estar
relacionado ao nascimento de produtos de determinado sexo.

Em um estudo realizado por Giraldo et al. (2010) em bovinos, utilizando 113 novilhas
de racas puras, inseminadas e com o diagndstico de gestacdo realizado entre 95 e 100 dias
apos a inseminacdo foi constatado que 60 novilhas (53,1%) gestaram seu embrido no corno
direito e destes, 38 (63,3%) eram machos, em um segundo experimento, 64 vacas mesticas e
abatidas tiveram seus Uteros dissecados no frigorifico, onde o sexo dos fetos foi catalogado.
Destes, 35 (54,7%) foram gestados no corno direito e 23 (65,7%) eram machos, mostrando
diferenca no sexo dos bezerros de acordo com o corno uterino gestante.

Hylan et al. (2009) acompanharam por cinco estacdes reprodutivas, 2904 vacas de
diversas racas. Com 45 dias, através do diagnostico de gestagdo por palpacdo retal, o corno
gestante foi anotado e conforme os bezerros iam nascendo estes dados também eram
armazenados. Das 2094 gestacdes, 1544 (53,2%) ocorreram no corno direito, destas 1040
(67,4%) geraram um bezerro macho.

Ambos o0s pesquisadores ndo conseguiram achar um explicacdo fisioldgica para tal
acontecimento, mas acreditam que devido ao fato de os embrides bovinos terem uma baixa
migracdo transuterina, os ovarios teriam forte influéncia para estes resultados, o que poderia
ocorrer de forma diferente na égua, onde a mobilidade do embrido no Utero € intensa até que
ocorra a fixacao.

Ja o trabalho de Borges (2016), onde 1028 vacas estavam prenhes quando abatidas em
um frigorifico, revelou que 39,5% delas, 0 concepto se encontrava no corno uterino esquerdo,

e nos demais 60,5% no corno direito. Em todos os casos (100%) havia a presenca de um
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Unico corpo luteo no ovério ipsilateral ao corno uterino gestante, mostrando a inexisténcia, ou
mesmo a raridade da migracdo transuterina do concepto. Quanto ao sexo dos conceptos em

relacdo ao corno gestante, o autor ndo encontrou diferenca.

2.7.6 ldade dos Progenitores

O estresse materno gerado por acontecimentos do dia a dia, idade ou doencas no
momento da concepcdo estdo associados com uma maior porcentagem de mortalidade
embrionaria precoce de embrides masculinos, sugerindo que o embrido masculino seria mais
vulneravel que o feminino em humanos (KRAEMER, 2010).

Os nascimentos (815.891) ocorridos na Dinamarca entre 1980-1993 foram analisados
por Jacobsen et al. (1999), que ndo encontraram diferencas na propor¢do menino:menina em
razdo da idade das maes e pais, 0 mesmo sendo observado em um estudo retrospectivo
realizado por Rueness et al. (2011), onde todas as gestacdes de mulheres ocorridas na
Noruega entre 1967-2006 (2 337 775) foram avaliadas na tentativa de responder se a idade
da mae influenciava no sexo de seus filhos,0s autores concluiram que ndo houve diferenca na
propor¢do menino:menina (51,4%:48,6% respectivamente) entre as faixas etarias das mées,
porém houve diferenca quando mulheres acima dos 45 anos apresentavam pré-eclampsia.

Foote (1977), estudando cinco diferentes racas de gado leiteiro onde 35.102
nascimentos foram catalogados em diferentes estacGes reprodutivas, concluiu que ndo houve
diferenca significativa na proporcdo macho:fémea em relacéo a idade das vacas.

Em um estudo com cavalos da raca Mangalarga Marchador pertencentes a Policia
Militar de Minais Gerais, a influéncia da idade dos progenitores na propor¢cdo macho:fémea
foi avaliada em 253 nascimentos. Das 60 éguas com mais de 15 anos, 42 produziram
potrancas. Ja entre os garanhdes o fator idade ndo teve interferéncia na proporcao
macho:fémea (SANTOS et al., 2015).
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RESUMO

As biotécnicas da reproducdo na espécie equina avancaram na Ultima década e os criadores de
equinos comecaram a questionar as possibilidades de interferéncia na determinacdo do sexo
dos potros. A determinacdo do sexo € importante, pois 0 sexo do potro possui grande
influéncia no valor comercial do mesmo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia do momento da cobertura em relacdo ao momento da ovulag¢do no sexo dos potros e
outros fatores como: idade da égua e garanhdo; indutor da ovulagéo; ovario em que ocorreu a
ovulagdo e o didmetro do foliculo pré-ovulatorio também foram avaliados. O estudo foi
realizado em Haras na regido de Bage e Acegua (RS) — Brasil (31°24'06.1"S 54°07'47.5"W) e
(31°30'16.0"S 54°07'45.5"W) nas estacOes de monta de 2011 a 2015. Utilizou-se 259 ciclos
reprodutivos de 160 éguas e 22 garanhdes da raca Puro Sangue de Corrida. Informagfes como
agente indutor de ovulacdo utilizado (Deslorelina; n = 187 ou hCG; n = 72); data da cobertura
(n = 259); momento da ovulagdo em relacdo a cobertura (+ 24 horas; n = 69 e - 24 horas; n =
190); idade da égua (G1: até 8 anos; n = 123, G2: 9 até 14 anos n = 110 e G3: >14 anos; n =
26); idade do garanhdo (Até 14 anos; n = 11 e >15 anos; n = 11) ; ovario em que a ovulagdo

ocorreu (Direito; n = 122 e Esquerdo; n = 137); foram registrados e avaliados. No total de
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potros nascidos, 136 foram machos (52,51%) e 123 foram fémeas (47,49%). O tempo
decorrido ap6s a cobertura ndo influenciou o sexo dos produtos, nas éguas que ovularam com
— 24h ap6s a inducdo da ovulagdo: 104 potros (54,74%) eram machos e 86 (45,26%) eram
fémeas, enquanto que nas éguas que ovularam com + 24h, 32 potros (46,38%) eram machos e
37 (53,62%) eram fémeas. A porcentagem de fémeas nascidas em relacdo a idade da égua foi
de 46,34% (n=57), 47,27% (n=52) e 46,15% (n=12) nos grupos G1, G2 e G3 respectivamente.
Garanhdes com idade até 15 anos tiveram 44,14% (n=49) de fémeas e com mais de 15 anos
49,66% (n=73) eram fémeas. Nao houve diferenca no sexo dos produtos quanto ao agente
indutor da ovulacdo (Deslorelina x hCG) e ovario em que ocorreu a ovulacdo. O presente
estudo concluiu que nenhum dos fatores estudados alterou a propor¢do macho:fémea dos

potros nascidos.

Palavras-chave:Macho:Fémea; Ovulacio; Espermatozéide; Egua; Garanhao.
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ABSTRACT

TIME OF BREEDING AND OTHER FACTORS RELATED TO THE SEX OF FOALS
IN THOROUGHBRED HORSES

Author: Jonas Gomes Flores

Advisor: Sandra Fiala Rechsteiner

The biotechnologies of reproduction in equine species have been improved in the last decade
and the horse breeders started to inquire about the possibility of intervention regarding to the
sex determination in foals. Sex determination is important because the sex of the foal has a
great influence on the commercial value of the foal. The aim of the present study is was to
evaluate the influence of the time of the breeding in relation to time of ovulation in the sex of
the foals, besides analyzing other factors such as: the age of the mare and the stallion;
ovulation inductor, ovary and the diameter of the preovulatory follicle. The study was
accomplished in studs located Bagé/RS and Acegua/RS — Brazil (31°24'06.1"S 54°07'47.5"W)
and (31°30'16.0"S 54°07'45.5"W) during the breeding seasons from 2011 to 2015, using 259
reproductive cycles of 160 mares and 22 stallions of Thoroughbred breed. Information like
the induction of ovulation agent that was used (Deslorelin; n = 187 or hCG; n = 72); date of
breeding (n = 259); time of ovulation in relation to the breeding (+24 hours; n = 69 and -24
hours; n = 190); age of the mare (G1: up to the age of 8; n = 123 G2: from the age of 9 to the
age of 14; n =110 and G3: >14 years old; n = 26); age of the stallion (up to the age of 14; n =
11 and >15 years old; n = 11); ovary in which the ovulation occurred (Right; n = 122 and
Left; n = 137) were catalogued and evaluated. As result, 136 (52,51%) were born colts and
123 (47,49%) were born fillies. The elapsed time from breeding to ovulation did not influence
on the sex of the product, on mares that ovulated in less than 24 hours after the ovulation
induction: 104 foals (54,74%) were male and 86 (45,26%) were female, whereas in the mares
that ovulated in more than 24 hours, 32 foals (46,38%) were male and 37 (53,62%) were
female. The percentage of born females regarding to the age of the mare was 46,34% (n = 57),
47,27% (n = 52) and 46,15% (n = 12) in the groups G1, G2 and G3, respectively. From
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stallions up to the age of 15 years, 44,14% (n = 49) were females and from those which were
older than 15 years old, 49,66% (n = 73) were females. There was no difference regarding the
sex of the product in relation to the ovulation inducer agent (Deslorelin x hCG) and ovary in
which the ovulation occurred. None of the factors studied modified the male:female

proportion of the born foals.

Keywords: Male:Female; Ovulation; Sperm cells; Mare; Stallion.
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INTRODUCAO

Ha muito tempo o homem vem tentando manipular o sexo da prole em diferentes
espécies, inclusive na espécie humana. Algumas técnicas e intervencbes em determinados
momentos no processo reprodutivo tem se mostrado eficientes para alterar a proporcéo 1:1 de
macho e fémeas.

Sabe-se que a metade dos espermatozoides contém o cromossomo Y, que gera
machos; a outra metade, 0 X, que origina as fémeas. O sexo do descendente é determinado
pelo tipo de espermatozoide que fertiliza o dvulo, logo, € 0 gameta paterno que determina o
sexo da prole (PARISOTTO et al., 2003).

O espermatozdide que carrega 0 cromossomo Y tem cabeca menor, é mais rapido e
menos resistente em comparacdo aquele que carrega o X. Dessa maneira, se a cobertura
ocorrer perto do periodo da ovulagdo, ha mais chances do espermatozéide Y encontrar o
ovulo e, consequentemente, a prole nascer com o0 sexo masculino. Ja se a cobertura ocorrer
muito tempo antes da ovulacdo, o espermatozdide X, mais resistente e mais lento, terd
maiores chances de sobreviver até o periodo da ovulacdo, resultando em prole do sexo
feminino (MARTINEZ et al., 2004).

Existem dois caminhos a serem percorridos para se selecionar o sexo nos mamiferos,
técnicas capazes de separar 0s espermatozodides que contém o cromossomo Y daqueles que
contém o cromossomo X (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003) ou a identificacdo do sexo de
embribes através da técnica de PCR (MOREIRA FILHO et al., 2000).

No Puro Sangue de Corrida, que é objeto deste estudo, as biotecnologias reprodutivas,
tais como a inseminacao artificial e a transferéncia de embriGes, sdo proibidas pela associacdo
que controla a raca (BLOODSTOCK e THE GENERAL STUD BOOK).

O sexo do potro possui grande influéncia no valor comercial do animal, eis que certas
linhagens de cavalos apresentam melhores resultados (morfologicos, performaticos etc.), a
depender dos descendentes serem machos ou fémeas.

Segundo CHEZUM e WIMMER (1997), na raga Puro Sangue de Corrida, potros
machos apresentaram melhores precos em leilGes realizados nos Estados Unidos.

Para criadores de cavalos, 0 interesse em gerar um potro com 0 sexo pré-determinado
é subjetivo, algumas das possiveis razdes: substituir uma égua; gerar um garanhdo em

potencial de certa linhagem nobre; alguns garanhdes aparentemente produzem melhores
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potros do que potras ou vice-versa; ou, ainda, por interesses econdomicos (SAMPER et al.,
2012).

Ainda hoje, é muito comum proprietarios de cavalos e Meédicos Veterinarios
discutirem se 0 momento da cobertura e 0 momento da ovulacao da égua teriam influéncia no
sexo do potro. Muitos acreditam na hipoOtese que coberturas realizadas proximo a ovulagéo
geram potros machos, considerando que 0 espermatozéide Y é mais rapido e chegaria
primeiro em condicdes de fertilizar o odcito.

Estudos que verificam essa influéncia sdo escassos, baseado neste fato este estudo
objetivou verificar se 0 momento da cobertura em relacdo ao momento da ovulagdo pode

alterar a propor¢do macho:fémea e a influéncia de alguns outros fatores nesta proporcao.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram avaliados 259 ciclos de 160 éguas cobertas por 22 garanhdes da raca Puro
Sangue de Corrida, alocados em diferentes Haras na regido de Bagé/RS e Aceguéd/RS — Brasil
(31°24'06.1"S 54°07'47.5"W) e (31°30'16.0"S 54°07'45.5"W) nas estacOes reprodutivas de
2011 a 2015. As éguas pesavam entre 450 kg a 600 kg, com média de 525 kg e os garanhGes
pesavam entre 500 kg a 650 kg, com media de 575 kg. As éguas foram cobertas por garanhdes
escolhidos pelos proprietéarios.

As éguas foram divididas em trés grupos de acordo com a idade: até 8 anos,
consideradas novas, (n=123), 9 a 14 anos (n=110) e mais de 14 anos, consideradas velhas

(n=26). Os garanhdes dois grupos: até 14 anos (n=11) e 15 anos ou mais (n=11)

Manejo Geral

As éguas eram mantidas a campo em pequenos lotes de aproximadamente 15 animais,
em areas que variavam entre 10 e 15 ha e suplementadas com concentrado: recebendo cerca
de 9kg de aveia por dia em duas por¢oes e agua ad libitum.

Os garanhdes passavam o dia em pequenos piquetes individuais de aproximadamente
100 m? e a noite ficavam estabulados em cocheiras de 5x5m. A alimentacdo era baseada em
8kg de aveia e 1kg de racédo peletizada por dia dividido em duas vezes; 6kg de volumoso por

dia fracionado em duas vezes e agua ad libitum.
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Manejo Reprodutivo

O manejo reprodutivo dos animais era realizado pelos médicos veterinarios
responsaveis pela propriedade. O controle folicular era realizado através de palpacao retal e
exame ultrassonografico com o equipamento da marca Aloka, modelo SSD-500 com
transdutor linear 5,0 MHz. Os exames eram feitos a cada 24h ou 48h dependendo da condigéo
que a égua se apresentava. As éguas que apresentavam um foliculo a partir de 35 mm, edema
uterino e receptividade ao garanhdo foram induzidas a ovulagdo com Gonadotrofina Cori6nica
Humana(Chorulon®, Intervet), 2500 Ul via endovenosa (n= 72) ou
Deslorelina(Sincrorrelin®, OuroFino) na dose de 3 ml/IM (n= 187), sendo que 69 éguas
foram induzidas no momento da cobertura e 190 éguas foram induzidas 24h antes da
cobertura.

Para a realizacdo da cobertura as éguas tinham a cauda enfaixada, a vulva higienizada
e eram contidas através de maneias e cachimbo.

As éguas foram examinadas a cada 24 horas a partir da cobertura para verificacdo da

ovulacdo e s6 fizeram parte do estudo as que foram cobertas uma Unica vez por ciclo.

Coleta dos Dados

Durante os exames foram registradas as variaveis estudadas: ovario que apresentava o
foliculo pré-ovulatério, didmetro do foliculo pré-ovulatorio, agente indutor da ovulacdo (hCG
ou Deslorelina), idade da égua e do garanhdo, 0 momento em que ocorreram as ovulacdes a
partir do momento da cobertura, (em até 24h ou mais de 24h apds a cobertura). O diagndstico

da gestacdo era realizado com 14 dias.

Analise Estatistica

O programa estatistico utilizado para a analise dos dados foi 0 R, versdo 3.4.1. Para a
analise descritiva univariada dos dados, foram calculadas média, desvio-padrdo e valores
minimos, medianos e maximos para as variaveis continuas e as frequéncias de cada categoria
para as variaveis categoricas.

Para a andlise dos fatores de influéncia foram utilizados o teste de Qui-quadrado de

Pearson, sendo que as diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05, para
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verificar a associacdo de cada fator com o sexo dos potros, a Regressdo Logistica, para o
céalculo de Razdo de Chances e testar a influéncia dos fatores no sexo dos potros.

A distribuicdo utilizada para o estudo das variaveis da pesquisa foi Binominal.

O modelo de regressao logistica foi ajustado segundo a metodologia de Hosmer e
Lemeshow (2013), utilizando o critério de manter no modelo apenas variaveis com p-valor
maior que 0,25 e escolhendo o melhor modelo através do critério de Akaique (AIC).

Foram estudadas variaveis continuas: idade da égua e idade do garanhdo, apesar das
varidveis idade da égua e idade do garanhdo serem de natureza continua, elas foram
categorizadas para as andlises, sendo divididas nas categorias até 8 anos, de 9 a 14 anos e
mais de 14 anos de idade para éguas e até 15 anos de idade e mais de 15 anos de idade para
garanhd@es e variaveis categoricas: ovario; indutor da ovulacdo; tempo de ovulacao; e sexo

dos potros.

Idade das Eguas

P (sexo do potro = Masculino )= 1
1+e~BgrBy0

Onde, na equacédo, X é uma variavel binaria indicadora que assume valor 1, no caso em que a

idade da égua é até 8 anos; de 9 a 14 anos ou maior que 14 anos e 0 caso contrario.

Idade dos garanhdes

P (sexo do potro = Masculino )= 1
1+e " BgtPyY

Onde, na equacédo, X é uma variavel binaria indicadora que assume valor 1, no caso em que a

idade do garanhdo é menor ou igual a 15 anos e 0 caso contrario.

Ovério
P (sexo do potro = Masculino )= 1
1+e - BgtPX
Onde, na equagéo, X é uma variavel binaria indicadora que assume valor 1, no caso em que 0

ovario foi o Direito e 0 caso contrario.
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Indutor da ovulagéo

P (sexo do potro = Masculino )= 1
1+e BgPyX

Onde, na equacédo, X é uma varidvel binaria indicadora que assume valor 1, no caso em que 0

indutor utilizado foi Deslo e 0 caso contrario.

Tempo de ovulagéo

P (sexo do potro = Masculino )= 1
1+e BgPyX

Onde, na equacédo, X é uma varidvel binaria indicadora que assume valor 1, no caso em que 0

tempo de ovulacdo € menor ou igual a 24 horas e 0 caso contrario.
RESULTADOS
Anédlise Descritiva Univariada

Na tabela 1, observa-se que a idade média das éguas na data da cobertura foi de 9,2
anos, com idade minima de 2 e maxima de 20 anos e nos garanhdes 13,7 anos, 4 anos
(minimo) e 23 anos (mé&ximo), respectivamente. O tamanho médio do foliculo pré-ovulatério

foi de 44,2mm, com minimo de 35mm e maximo de 56mm.

Tabela 1- Valores médio, minimo e méaximo; desvio padrdo das varidveis continuas (idade das éguas,

dos garanhdes e diametro do foliculo)

n (ciclos) Média DP Minimo  Mediana Maéximo
Idade - Equa 259 9,2 3,75 2 9 20
Idade - Garanhéo 259 13,7 5,99 4 16 23
Diametro do Foliculo 259 44 2 4,14 35 44 56

Na amostra coletada, em 123 dos nascimentos de potros, o equivalente a 47,4% do

total, a idade da égua no momento da cobertura era menor gue oito anos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Frequéncia de distribuicdo da idade das éguas utilizadas no experimento

Idade Eguas Frequéncia (%)
Até 8 anos 123 (47,4%)
9-14 anos 110 (42,4%)
Mais de 14 anos 26 (10%)

Entre os garanhdes, 148 dos potros nascidos eram de cavalos que apresentavam mais

de quinze anos no momento da cobertura (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia de distribuicdo da idade dos garanhdes utilizados no experimento

Idade Garanhdes Frequéncia (%)
Ateé 15 anos 111 (42,86%)
>15 anos 148 (57,14%)

Em 137 gestacOes, 52,9% das ovulagbes ocorreram no ovario esquerdo, enquanto
54,3% (n=82) das gestacdes ocorreram no corno direito. Em 72,2% (n=187) das gestacdes, 0
agente indutor utilizado foi a Deslorelina e em 27,8% (n=72) o hCG.

Dos potros nascidos, 52,51% (n=126) eram do sexo masculino, enquanto 47,49%

(n=123) eram do sexo feminino.

Fatores de influéncia no Sexo dos Potros

Pelo teste Qui-Quadrado de Pearson, ndo houveram evidencias amostrais da
associacdo entre o tempo de ovulacdo em relagdo ao momento da cobertura com o sexo dos
potros (p-valor = 0,2936), ndo houve associacdo entre a idade categorizada da égua no
momento da cobertura e 0 sexo dos potros (p-valor = 0,7833), ndo houve associacgao entre a
idade categorizada do garanhdo no momento da cobertura e o sexo dos potros (p-valor=
0,4516). N&o houve associagao entre o tipo de indutor e o0 sexo dos potros (p = 0,2316), entre
0 ovario em que a ovulacdo ocorreu e o sexo dos potros (p = 0,913) como observado na
Tabela 4.
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Fémea

Macho

Tempo de ovulagdo - 24h
Tempo de ovulagdo + 24h
Até 8 anos (éguas)

9 até 14 anos (éguas)

Mais de 14 anos (éguas)
Até 15 anos (garanhdes)

>15 anos (garanhdes)

86 (45,26%)
37 (53,62%)
57 (46,34%)
52 (47,27%)
14 (53,85%)
49 (44,14%)
73 (49,66%)

104 (54,74%)
32 (46,38%)
66 (53,66%)
58 (52,73%)
12 (46,15%)
62 (55,86%)
74 (50,34%)

Deslorelina 84 (44,92%) 103 (54,08%)
hCG 39 (54,17%) 33 (45,83%)
Ovério direito 57 (46,72%) 65 (53,28%)
Ovério esquerdo 66 (48,18%) 71 (51,82%)

Regressdo Logistica Simples

Segundo o modelo de regressdao logistica simples, a chance das éguas com idade
menor que 15 anos na época de cobertura é 41,59% maior de ter potros machos do que
aquelas com idade superior a 15 anos. Observou-se um comportamento semelhante entre os
garanhdes, entretanto a chance estimada de ter potros machos foi 24,82% maior entre aqueles
com idade inferior a 15 anos com relacdo aqueles com idade superior a este valor. Estima-se
que éguas com tempo de ovulacdo menor que 24 horas tenham uma chance 39,83% maior de
ter potros machos. Quando o indutor utilizado foi a Deslorelina, estimou-se uma chance
44,91% maior de ter potros machos do que quando o indutor foi o hCG. No ovario direito, a
chance do potro ser macho é 6,00% maior do que no esquerdo. Nenhuma razdo de chances
apresentou significancia estatistica. A maior conseqliéncia disso é ndo poder estender estes
resultados com precisdo para toda populacéo alvo, entretanto eles sdo validos para a amostra
(Os p-valores estdo na tabela 5 juntamente com os Intervalos de Confianca das RazGes de

Chances).
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Tabela 5 - Modelos de regressdo logistica simples

Variavel Razdo de Chances 1C-5% IC-955  p-valor
Eguas — Até 15 anos 1,4159 0,5403 3,8266  0,4793
Garanhdes — Até 15 anos 1,2482 0,7616 2,0519 0,3799
Tempo de Ovulacdo — Menos de 24h 1,3983 0,8053  2,4394  0,2345
Indutor — Deslo 1,4491 0,8406 2,5111 0,1828
Tempo de Gestacdo — Maior que 335d 2,1600 0,9727  5,0543  0,0641
Ovdrio — Direito 1,0600 0,6501  1,7298  0,8151
DISCUSSAO

Diversos trabalhos em humanos, eqlinos, bovinos, ovinos concluiram que certos
fatores como: momento da cobertura, condi¢cdo corporal da progenitora, corno gestante e
idade dos progenitores teriam influéncia no sexo do produto (Martinez et al., 2004; Gutierrez
et al., 1998; Cameron et al., 2007; Giraldo et al., 2010; Hylan et al., 2009; Santos et al., 2015).

Pesquisadores (Martinez et al., 2004; Gutierrez et al., 1998; Shettles e Rorvik, 1984;
Zarutskie et al., 1989) estudando a interferéncia do tempo de inseminagdo ou cobertura em
relagdo ao momento da ovulacdo encontraram diferencas no percentual do sexo de terneiros,
cordeiros e bebes nascidos respectivamente, 0s quais demonstram que quando a inseminacgao
ou cobertura é realizada proximo do momento da ovulacdo um maior nimero de machos €
gerado. Estes dados vao de encontro com a teoria de Wilcox et al. (1995) que propde que
espermatozéides portadores do cromossomo Y sdo menores e mais rapidos do que 0s
portadores do cromossomo X, portando chagariam primeiro ao évulo e o fertilizariam.
Entretanto, Allen et al. (1995) avaliando 625 ciclos menstruais de mulheres, também chegou a
conclusdo que o momento da cobertura em relacdo a ovulacdo ndo tem a capacidade de
interferir na proporgdo macho:fémea da prole.

Embora estudos em outras espécies (bovinos, ovinos, cervideos e humanos)
demonstrem que o momento da ovulacdo em relacdo a copula teria influéncia no sexo do
produto gerado, nosso estudo ndo confirmou essa hipdtese, em equinos, pois ndo houve
diferenga na proporgdo macho:fémea em relagdo ao momento da cobertura x ovulagdo. Do
total de 259 nascimentos, 52,51% foram machos e 47,49% foram fémeas e nas éguas que
ovularam com menos de 24 horas 54,74% para machos e 45,26% para fémeas. Pelo menos

com intervalo de no maximo 24h cobertura/ovulacdo monitorado, a propor¢do se manteve em



38

aproximadamente 1:1 para machos e fémeas. Isso pode ser devido ao fato de que as éguas
foram cobertas no momento da aplicagdo do indutor ou 24h apds, o que foi decidido pelo
veterinario residente dos haras em que os dados foram coletados. Se as éguas tivessem sido
cobertas com um maior tempo entre cobertura e ovulacdo, o resultado poderia ter sido
diferente.

Em um estudo realizado por Hylan et al., (2009) em bovinos, foi observado que o
ovario em que ocorreu a ovulacdo (direito ou esquerdo) nédo teve influéncia na determinacgéo
do sexo da prole e esses resultados vao de encontro com os achados nesta pesquisa.

Pesquisas realizadas por Rueness et al. (2011), Jacobsen et al. (1999) em mulheres e
Foote (1977) em vacas concluiram que a idade da progenitora ndo teve influéncia no sexo da
prole, este resultado corrobora com os nossos achados onde se verificou que a idade das éguas
ndo teve influéncia no sexo da prole. Santos et al (2015) encontraram diferenca na propor¢éao
macho:fémea conforme a idade de éguas da raca Mangalarga Marchador, onde éguas com
mais de 15 anos geraram mais fémeas, enquanto que a idade dos garanhfes ndo teve
influéncia e 0o mesmo achado corrobora com nossa pesquisa em relacdo a idade dos
garanh@es. A hipotese de que éguas mais velhas, com um ambiente uterino ja mais debilitado
em funcdo da prépria idade ou de varios partos, que ainda tem capacidade de desenvolver
uma gestacdo, mas apresentam alteracoes, levaria a producdo de embrides considerados mais
resistentes n&o foi comprovada.

Provavelmente a proporcao de espermatozoides, X ou Y, produzidos pelo progenitor e
0 ambiente uterino gerado pela a progenitora sejam os Unicos fatores capazes de alterar a

proporcéo macho:fémea realizado em condicdes naturais.

CONCLUSAO

A proximidade da cobertura em relagdo a ovulacdo ( - ou + de 24 h) n&o influencia o

sexo do potro, assim como 0s demais fatores abordados neste estudo.

CONSIDERACOES FINAIS

O mercado do cavalo esta cada vez mais exigente, fazendo com que 0s proprietarios
de cavalos pressionem cada vez mais 0s médicos veterinarios a atingirem melhores indices de
prenhezes. Para atingir maiores taxas de prenhes com a utilizagdo de tecnologias, a

inseminacdo ou cobertura € realizada o mais proximo possivel da ovulagdo, assim sendo,
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alguns criadores acreditam que um numero maior de potros machos estdo nascendo. Estes
criadores acreditam na hipdtese que coberturas realizadas proxima a ovulagdo geram mais
machos. Apesar de nosso estudo apontar que este fator nao alterou a propor¢cdo macho:fémea,
talvez estudos futuros que controlem ovulagdes com mais tempo apds a cobertura, possam

alterar esta proporgéo.
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