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SILVA, M. A. V. Uso de estradiol e GnRH na inducao da ovulacao em vacas
Nelore (Bos indicus) submetidas a IATF com sémen sexado. Estradiol and
GnRH in the induction of ovulation in Nelore (Bos indicus) inseminated with sex-
sorted semen. 2012. 76 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Universidade Estadual do Maranhao, Sdo Luis — MA, 2012.

RESUMO

Objetivando avaliar o efeito do cipionato de estradiol (CE), benzoato de
estradiol (BE) e a associagao de cipionato de estradiol + GhnRH como indutores
de ovulagéo, 383 vacas Nelore (Bos indicus) lactantes foram submetidas a
sincronizagdo da ovulacdo e inseminadas com sémen sexado. Dois
experimentos foram realizados para avaliar a dindmica folicular (Experimento 1)
e taxa de concepgédo (TC; Experimento 2) dos protocolos propostos. No
experimento 1, 39 fémeas receberam 2 mg de benzoato de estradiol (BE) e um
dispositivo intravaginal de progesterona (P4) no dia zero (DO). No dia oito (D8),
retirou-se o dispositivo e administrou-se 0,53 mg de prostaglandina (PGF2a) e
300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG). A partir desse momento os
animais foram distribuidos homogeneamente em trés tratamentos de acordo
com o indutor de ovulagdo utilizado: Grupo CE (aplicado 1 mg no D8); Grupo
BE (aplicado 1mg no D9) e Grupo CE+GnRH (aplicado 1mg de CE no D8 e 8
pg de GnRH no D10, respectivamente). Exames ultra-sonograficos foram
realizados a cada 12 horas da retirada dos dispositivos até o0 momento da
ovulagdo. A analise estatistica foi realizada através dos aplicativos PROC
GENMOD e PROC GLM do SAS. Os resultados dos grupos CE, BE e
CE+GnRH respectivamente, para as variaveis diametro maximo do foliculo
ovulatério (FO; 12,3+0,3; 11,81£0,5; 12,1£0,4 mm), taxa de ovulagao (92,3%;
92,3%; 100,0%) e momento da ovulagao (60,0+2,8; 64,0+2,9; 64,1+£3,0 h), ndo
apresentaram diferenca significativa (P>0,05). No experimento 2, 344 animais
foram submetidos aos mesmos tratamentos e inseminados em tempo fixo com
sémen sexado no intervalo de 60 horas apods a retirada dos dispositivos. Nao
houve interagdo entre as variaveis classificatérias (réplica, categoria animal,
escore corporal, partidas de sémen e niumero de usos do dispositivo) na taxa
de concepcado. Também nao houve efeito dos tratamentos na taxa de
concepgao (CE=452% vs. CE+GnRH=39,1% vs. BE=34,2%; P=0,09).
Portanto, conclui-se que a associagao de cipionato de estradiol com GnRH néao
influenciou a dindmica folicular nem a taxa de concepgdo em vacas
Nelore (Bos indicus) lactantes submetidas a IATF com sémen sexado, podendo
se utilizar benzoato ou cipionato de estradiol como indutores.

Palavras-chave: bovinos, sincronizagao, dinamica folicular, inseminagéo.



SILVA, M. A. V. Estradiol and GnRH in induction of ovulation of Nelore
(Bos indicus) inseminated with sex-sorted semen. Uso de cipionato de
estradiol e GnRH na indugdo da ovulagdo em vacas Nelore (Bos indicus)
submetidas a IATF com sémen sexado. 2012. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis — MA, 2012.

ABSTRACT

Aiming to evaluate the efficiency of estradiol cypionate (EC), estradiol benzoate
(EB) and estradiol cypionate plus GnRH on induction of ovulation, 383 lactating
Nelore (Bos indicus) cows were synchronized and inseminated with sex-sorted
semen. Two experiments were conducted to evaluate the follicular dynamics
(Experiment 1) and conception rates (CR; Experiment 2). In experiment 1, 39
animals received 2 mg of estradiol benzoate (EB) and a progesterone
intravaginal device (P4) on day zero (DO). In day eight (D8), withdrew the
device and administered 0,53 mg of prostaglandin (PGF2a) and 300 IU of
equine chorionic gonadotropin (eCG). Thereafter the animals were
homogeneously allocated in three treatments according the ovulation inducer:
EC (1 mg applied in D8); Group EB (1 mg applied in D9) and Group EC+GnRH
(1 mg of EC applied in D8 and 8 pg of GnRH in D10, respectively). Ultrasound
examinations were performed every 12 hours starting in device withdrawal until
the time of ovulation. Statistical analysis was performed with PROC GENMOD
and PROC GLM of SAS. The results for EC, EB and EC+GnRH respectively, for
the variables maximum diameter of the ovulatory follicle (FO; 12.3+0.3;
11.8+0.5; 12.1£0.4 mm), ovulation rate (92.3%; 92.3%; 100.0%) and moment of
ovulation (60.0+2.8; 64.0+2.9; 64.1+3.0h), were similar (P>0,05). In experiment
2, 344 animals were submitted to the same treatments as previously reported
and timed inseminated with sex-sorted semen at 60 to 64h after devices
withdrawal. No interactions between independent variables (replicate, animal
category, body condition score, semen batch and previous use of progesterone
device) were observed. There was no effect of treatment on conception rate
(EC= 45.2% vs. EC+GnRH= 39.1% vs. EB=34.2%; P=0,09). In conclusion, the
association of estradiol cypionate plus GnRH not influenced the follicular
dynamics neither the conception rates in lactating Nelore (Bos indicus) cows
timed inseminated with sex-sorted semen, showing that is possible to use
estradiol benzoate or cypionate as ovulation inducers.

Keywords: cattle, synchronization, follicular dynamics, insemination
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

O efetivo nacional do rebanho bovino brasileiro chegou a 212,8
milhdes de cabecas ao final do ano de 2011, tenho aumento de 1,6% em
relacdo ao ano de 2010, o que consolidou o Brasil como detentor do maior
rebanho comercial do mundo, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2011). Neste contexto, a regido Nordeste se
destacou como a que apresentou o maior crescimento, de 2,9% no periodo,
seguida por Sudeste (2,8%) e Norte (2,7%).

Considerando este efetivo populacional, cerca de 80% do rebanho é
constituido por animais de racas zebuinas (Bos indicus), tendo como
caracteristicas favoraveis a comprovada adaptabilidade ao clima e ambiente
predominante no Brasil, sendo que dentre elas, podemos dar destaque a raga
Nelore, que abrange cerca de 90% desta populacdo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNE, 2012).

A predominancia do grupo genético Bos indicus se deve a sua maior
adaptabilidade as condi¢gdes climaticas, no que diz respeito a altas
temperaturas e umidade, além da disponibilidade de alimentos por meio da
sazonalidade quali-quantitativa da producao de plantas forrageiras encontradas
no Pais. Porém, apesar dessas caracteristicas adaptativas dos zebuinos as
condi¢des tropicais, na grande maioria dos rebanhos brasileiros observa-se
comprometimento nos indices reprodutivos, principalmente devido ao
prolongamento do periodo de anestro poés-parto. Além da baixa eficiéncia
reprodutiva, o rebanho brasileiro apresenta baixo numero de vacas
inseminadas artificialmente (apenas 6% das vacas em idade reprodutiva).
Historicamente, a inseminacgao artificial revelou-se como a ferramenta mais
eficiente do melhoramento genético, tanto em bovinos de leite quanto em
bovinos de corte (BARUSELLI et al., 2008).

O melhoramento genético, baseado na selecao de individuos com
maior desenvolvimento ponderal, rendimento de carcaca, producgao leiteira,
melhor conversdo alimentar e precocidade sexual, possibilita o aumento da

produtividade, tanto de carne quanto de leite. Assim, a eficiente multiplicacéo
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INTRODUCAO

de animais superiores proporciona maior retorno econémico da atividade
pecuaria. No entanto, a multiplicagcdo e distribuicdo desse material genético
somente sdo possiveis com adequado manejo, sem o comprometimento da
eficiéncia reprodutiva do rebanho (PINEDA, 2004).

As técnicas que permitem realizar a inseminacéo artificial em tempo
fixo (IATF) sdo fundamentadas, principalmente, na adequacédo de protocolos
que para induzir e/ou sincronizar o estro no periodo apds o parto e/ou proximo
a puberdade. Esses protocolos possibilitam a utilizagdo de progesterona ou
progestagenos, aliados a outros hormdnios que preconizam induzir a
emergéncia de ondas foliculares sincronizadas, controlando a duracdo do
crescimento folicular até o estagio pré-ovulatério e a ovulagao sincronizada em
todos o0s animais simultaneamente. Portanto, os protocolos para IATF
promovem uma ac¢ao exdgena conjunta que manifesta alteragbes enddcrinas,
simulando os acontecimentos fisiolégicos da fémea. Entretanto, vale enfatizar
que o conhecimento dos eventos neuroenddcrinos associados ao ciclo estral,
assim como dindmica do desenvolvimento folicular sdo de extrema importancia
para que se possa aperfeicoar a utilizagdo dos horménios e atingir a maxima
eficiéncia (BARUSELLI, 2005).

No manejo reprodutivo das espécies domésticas, sobretudo de
bovinos, algumas melhorias marcantes conduziram a altas expectativas e
elevada demanda por novas tecnologias que pudessem atender as
necessidades do mercado em desenvolvimento. Desde entdo houve grande
interesse por técnicas que pudessem predizer ou controlar o sexo dos bezerros
nascidos, principalmente por inseminagao artificial e transferéncia de embrides.
De maneira comercial, em gado de corte ha uma valorizacdo do sexo
masculino devido a maior conversdo alimentar e, em gado de leite, o
nascimento de fémeas € economicamente mais vidvel para a producao
(BARUSELLI et al., 2007; SEIDEL JR, 2003).

Nos dias atuais a separacdo dos espermatozéides pelo “sexo”
cromossémico (cromossomos X e Y) ja € possivel devido ao desenvolvimento
da citometria de fluxo, que € uma técnica com capacidade de separar em torno
de 10 milhdes de células espermaticas de cada sexo por hora, com 90% de
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INTRODUCAO

acuracia (JOHNSON, 2000; SEIDEL JR, 2003). Assim, espera-se que em
poucos anos haja ampla difusdo comercial do sémen sexado em muitos paises
e, principalmente no Brasil, que possui 0 maior rebanho comercial do mundo.

A separacgao dos espermatozéides “machos” (com o cromossomo Y)
dos espermatozoides “fémeas” (com o cromossomo X) € possivel devido as
diferencas no conteudo do DNA dessas células, visto que o espermatozdide X
possui cerca de 4% mais cromatina que o espermatozéide Y (GARNER, 2001).

A sexagem de sémen permite manipular a intensidade na selecao de
machos e fémeas, e o impacto de seu uso tem sido considerado maior em
sistemas de producdo do que em programas de melhoramento genético,
especialmente em bovinos de corte (KINGHORN et al., 1991; VILLANUEVA et
al., 1995).

Em varios estudos, tem-se investigado o potencial uso do sémen
sexado em sistemas de producdo de bovinos, sendo apontados como fatores
limitantes para sua maior aplicabilidade em larga escala: o custo extra da dose
de sémen sexado, a menor capacidade de fertilizacdo do sémen sexado em
relacdo ao convencional e a precisdo na definicdo do sexo do futuro produto
(HOHENBOKEN, 1999; SEIDEL JR, 2003; MADALENA & JUNQUEIRA, 2004).

Além destes, a dificuldade de se intensificar a selecao de fémeas
sem comprometer a intensidade de selecdo dos machos, visando aumentar o
ganho genético, tem sido outro fator limitante do uso do sémen sexado em
programas de melhoramento. Segundo Kinghorn (2003), com modelos simples,
seria dificil predizer um ganho extra de mais de 5% por geracao em relacao a
uma situacdo com metade dos animais de cada sexo.

Uma alternativa para contornar as limitacbes do uso de sémen
sexado em programas de melhoramento seria a combinagdo por meio de
estratégias de acasalamento dirigido usando mais racionalmente os animais
geneticamente superiores. Por exemplo, obtendo menos candidatos machos a
selecdo, mas de modo que estes fossem geneticamente superiores e,
concomitantemente, aumentando a intensidade de selecdo de fémeas (NEVES
et al., 2009).
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INTRODUCAO

Atualmente, varias pesquisas estdo sendo publicadas relacionando a
taxa de concepgdo com sémen sexado em vacas de corte e de leite
sincronizadas e inseminadas em tempo fixo. Porém, € sabido que uma das
possiveis razdes da diminuicao dos indices de fertilidade apds o uso de sémen
sexado é o menor tempo de viabilidade, associado com diferentes padrdes de
motilidade espermatica (SCHENK et al., 2006).

Alguns autores relataram que o sémen sexado necessita de menor
tempo para a capacitacao intrauterina devido ao processo de separacao por
citometria de fluxo (LU et al., 2004). Uma das possibilidades de diminuir a
variacao do momento da ovulacao € o emprego de técnicas de sincronizacao, o
que poderia colaborar na eficiéncia de programas de inseminacao artificial com
sémen sexado. Vacas de corte e de leite sincronizadas com progestagenos e
estradiol ovulam cerca de 70-72h apés a retirada dos implantes (SOUZA et al.,
2006, BARUSELLI et al., 2006).

Em programas de IATF, comumente administra-se pequenas doses
de estradiol concomitante a remocao dos implantes de progestagenos ou 24
horas apés, para induzir a ovulacdo (BO et al., 2002). Alternativamente, a
ovulagdo pode ser induzida com horménio liberador das gonadotrofinas
(GnRH) ou com horménio luteinizante (LH) 12 horas antes ou no momento da
IATF (PURSLEY et al., 1995; GEARY et al.,, 2001; MARTINEZ et al., 2002
MARQUES et al., 2003).

Recentes pesquisas apontam a necessidade de estudar de forma
integrada os efeitos maternos, juntamente com as caracteristicas do sémen a
ser introduzido no trato reprodutivo da fémea (BARUSELLI et al.,, 2007). No
caso do sémen sexado, sabe-se que sua taxa de fertilizagdo pelos métodos
convencionais tem sido inferior ao sémen ndo sexado (ANDERSSON et al.,
2004; SARTORI et al., 2004; SEIDEL et al., 1999; SCHENK et al., 2006).

A exata causa das baixas taxas de fertilizacdo do sémen sexado
permanece ainda desconhecida, mas € provavelmente devido aos
procedimentos de manipulacdo e separagao espermatica laboratorial (SEIDEL
JR, 2007). Estes fatores ocasionam menor tempo de viabilidade, associado
com diferentes padrdes de motilidade espermatica no sémen sexado (SCHENK
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et al., 2006). No trabalho de Lu et al. (2004) foi relatado que o sémen sexado
necessita de menor tempo para a capacitacao intra-uterina devido a possivel
pré-capacitacao durante o processo de separagao no citbmetro de fluxo. Além
disso, ocorre substituicdo do plasma seminal e longo tempo de espera entre a
colheita do ejaculado e o congelamento. Por estas razdes, atualmente se
considera inviavel produzir comercialmente doses de sémen sexado com
concentracdo superior a 3.0x10° espermatozdides viaveis por dose
inseminante.

Segundo Dobrowolski et al. (1970), menos de 1% dos
espermatozoides inseminados estdo disponiveis no local de fertilizagdo 24
horas apds a inseminacdo. Caso a fémea seja inseminada muito cedo, a
reserva espermatica podera sofrer deplecdo antes mesmo que a ovulacao
ocorra, havendo alto indice de odcitos nao fertilizados. Por outro lado, se a
inseminacao for realizada tardiamente, os odcitos poderdo retomar a meiose e
estarem envelhecidos ao contato com os espermatozoéides. Em ambos os
casos, deve ser dada a devida importancia a sincronia entre 0 momento da
inseminacao e a ovulagao.

Assim, objetiva-se neste estudo avaliar diferentes indutores de
ovulagdo em protocolos de IATF, na dinamica folicular e taxa de concepgéo
com a utilizacdo de sémen sexado em vacas lactantes da raca Nelore (Bos
indicus).
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2 HIPOTESE
A associacao de cipionato de estradiol com GnRH proporciona maior

sincronizacdo da ovulacdo e potencializa a concepcao de vacas Nelore (Bos

indicus) lactantes submetidas a IATF com sémen sexado.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Verificar os efeitos do tratamento com diferentes indutores de
ovulacao sobre a taxa de concepcéao e ovulacdo em vacas Nelore (Bos indicus)
lactantes submetidas a Inseminacgéao Artificial em Tempo Fixo (IATF) utilizando

sémen sexado.

3.2 ESPECIFICOS

Promover maior sincronizacado de ovulacdo com a administracéo de
cipionato de estradiol associado ao GnRH em vacas Bos indicus submetidas a
IATF.

Reduzir o intervalo entre a inseminagdo e as ovulacoes,
potencializando a concepcao de vacas Bos indicus submetidas a IATF com

sémen sexado.
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4 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo da inseminacao artificial (IA) na pecuéria nacional vem
cada dia ganhando espaco, por dispensar a aquisicdo e manutencdo de
reprodutores no rebanho, além de ser de baixo custo. A técnica de IA também
€ simples e de facil assimilagéo, o que elimina a necessidade de especialistas
em reprodugdo para sua realizagdo, requerendo treinamento minimo. Estes
fatores popularizaram o uso da IA, garantindo a técnica praticidade e
economicidade, podendo ainda se tornar ainda mais vantajosa com a evolugao
de novas técnicas.

Com a adocéo da IATF, o controle reprodutivo do rebanho fica mais
facil. Esta técnica traz como vantagem principal a inseminacdo em momentos
pre-definidos. Isto é possivel pelo uso de horménios que sincronizam o estro e
a ovulacdo, permitindo inseminar um maior numero de fémeas em menor
tempo. Além disso, permite programar a inseminagdo e o nascimento de
bezerros, aumentar o a progénie proveniente de IA no inicio da estagao de
nascimentos, visando obter um melhor aproveitamento da méo-de-obra.

Diante da necessidade de melhorias no manejo produtivo e atender
as expectativas de mercado, se desenvolveu a tecnologia da sexagem de
sémen bovino por citometria de fluxo, que se encontra em aplicacdo comercial
no Brasil desde 2004. Desde entdo, a técnica vem passando por
aperfeicoamentos fundamentados em pesquisas cientificas, as quais
permitiram estabelecer alguns parametros técnicos que sao importantes para
atingir resultados satisfatérios. O grande diferencial desta tecnologia é a
acuracia na determinacao do sexo, cujas pesquisas apontam médias de 92,3%,
com garantia acima de 85%.

A sexagem apresenta grandes vantagens para a pecuaria, sendo
direcionada para producado de fémeas nos rebanhos leiteiros, minimizando o
numero de machos nascidos, reduzindo o descarte e aumentando a fonte de
renda. Ja na pecuaria de corte, é usual o direcionamento para a producéo de
machos, essencialmente pelo interesse no alto desempenho para ganho de

peso.
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Atualmente, a literatura ainda é restrita em informacdes relacionadas
a recursos para otimizar o tempo de exposicao do odcito ao sémen sexado em
fémeas bovinas, principalmente Bos indicus. Contextualizando as pesquisas
anteriormente citadas, ha necessidade de estudos adicionais delineados com
objetivo de implantar protocolos que sincronizem melhor a ovulagdo em vacas
da raca Nelore (Bos indicus). Além disso, se busca atender as necessidades e
mecanismos bioldgicos pertinentes ao sémen sexado, de modo a aplica-los de
maneira racional objetivando alcancar melhor desempenho nos programas
reprodutivos, o que contribui significativamente com o desenvolvimento

tecnoldgico nacional e internacional.
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1 DINAMICA FOLICULAR NO CICLO ESTRAL DE FEMEAS BOVINAS

O controle do ciclo estral da fémea bovina é coordenado por uma
complexa interagdo neuroenddcrina, conhecida como eixo hipotalamo -
hipofise — ovario — utero. Além disso, mecanismos intra-ovarianos estabelecem
uma dindmica folicular que permite o desenvolvimento de um foliculo maduro
capaz de ovular em momento propicio e posteriormente produzir uma célula
capaz de fecundar (CALLEJAS, 2001).

Esse ciclo € composto por quatro fases, que além de expressarem
mudangas na mucosa vaginal com a presenga de células nucleadas, leucécitos
e células cornificadas em cada periodo, exibem variagdes nas concentragdes
hormonais de esteroides gonadais e consequentemente de gonadotrofinas. Em
associacdo a essas mudancgas ciclicas € possivel observar alteragdes
comportamentais, como no caso do estro, periodo no qual as fémeas aceitam a
monta pelo macho ou mesmo por outras fémeas. E nesta fase do ciclo que
ocorre a ovulacdo na maioria das espécies domeésticas, sendo a excegao a
espécie bovina, no qual a ovulacdo ocorre em torno de 10 a 12 horas apds o
desaparecimento dos sinais de estro. Em fémeas bovinas no estro observa-se
intensa irrigagdo da mucosa vaginal e abertura da cérvix que possibilita a
passagem dos espermatozoides (GONZALEZ, 2001).

O acompanhamento diario das estruturas ovarianas por ultra-
sonografia tem mostrado que os bovinos apresentam ondas de crescimento
folicular durante o ciclo estral. A este processo de continuo crescimento e
regressao folicular, da-se o nome de dindmica folicular (BORGES, 2004). O
ciclo estral em bovinos tem duragdo média de 21 dias, com variagdes entre 17
a 24 dias, e apresenta geralmente de duas a trés ondas de crescimento
folicular (GINTHER et al., 1996), sendo raramente uma ou quatro ondas. O
numero de ondas por ciclo estral parece estar associado com o comprimento

do ciclo e com a duracéo da fase luteinica (GINTHER et al.,1989).
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Vacas e novilhas podem ter duas ou trés ondas por ciclo, com um
foliculo tornando-se dominante em cada uma delas. Por isso, uma populagao
de pequenos, médios e grandes foliculos € encontrada em cada ovario, durante
todos os dias do ciclo estral (BORGES et al., 2001).

Cada onda de crescimento folicular é caracterizada por um grupo de
pequenos foliculos que s&o recrutados (emergéncia folicular) e iniciam uma
fase de crescimento comum por cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003).
Apoés esta fase apenas um continua seu desenvolvimento (foliculo dominante),
enquanto os outros entram em processo de atresia (foliculos subordinados),
estabelecendo-se entdo, o fendbmeno da divergéncia folicular (LUCY et al.,
1992). Este mecanismo fisioldgico que permite esse foliculo dominante ovular
sozinho é devido ao mesmo sintetizar inibina, horménio cuja fungéo é realizar
retroalimentagao negativa para liberagao de FSH, por meio de um efeito direto
na hipofise (FLORIANI, 2006).

Posterior a divergéncia, e na presenga de altos niveis de
progesterona, que promove a reducéo da freqiéncia na pulsatilidade do LH, o
foliculo dominante torna-se anovulatério. A partir deste momento comega o
processo de atresia e perda de dominancia, dando inicio a uma nova onda de
crescimento folicular (GINTHER et al., 1989). Porém, quando o foliculo
dominante esta presente no momento da regressao luteinica este culmina com
a ovulacdo (FORTUNE et al., 2004). E interessante ressaltar que menos de
0,1% dos foliculos se desenvolvem a partir da fase pré-antral até a ovulagao
(WEBB et al., 2007; MORAES et al., 2008).

O crescimento do foliculo dominante em ambiente com baixa
concentracdo de progesterona promove o aumento das concentragdes de
estrogenos, pelo qual desencadeia 0 mecanismo de retroalimentagdo positiva
para a secre¢cdao de GnRH e o consequente pico de LH, promovendo a
ovulagdo (FORTUNE, 1993). Segundo observagdes de Jolly et al. (1994), o LH
estimula o AMP ciclico em células da granulosa somente em foliculos com
mais de 9 mm de didmetro, provando entao que foliculos com mais de 9 mm de
diametro adquirem receptores para LH e portanto capacidade ovulatéria. (BO
et.al, 2000).
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A expressao de receptores de LH em células da granulosa esta
associada a dominéncia folicular (BAO & GARVERICK, 1998). Contudo, ha
dados discrepantes quanto a expressdo dos receptores de LH (LHR) em
células da granulosa ao redor do desvio folicular em bovinos. Em estudos de
Beg et al. (2001), foi detectado a expressdo de RNAm do LHR em maior
concentracdo em futuros foliculos dominantes em comparagdo aos seus
subordinados antes do desvio folicular, sugerindo que a expressao precoce de
LH em células da granulosa seria um evento importante para a selegao
folicular, embora nao esteja claro se o aumento da expressdo de LHR seja a
causa ou consequéncia do processo de dominancia.

Existem trés tipos de fenbmenos dentro de cada onda folicular,
caracterizados de maneira morfolégica e enddcrina, que sdo a emergéncia
(recrutamento), seleg¢ao (desvio) e dominancia folicular, onde as gonadotrofinas
hipofisarias, FSH e LH, atuam na manifestacdo, manutencdo e suspensao
destes eventos (GINTHER et al., 1996). O conhecimento destes eventos & de
extrema importancia na aplicagdo correta em programas de manipulagéo
exogena da reproducédo, tais como protocolo de superovulagéo, sincronizagao

do ciclo estral e ovulagéo (SILVA et al., 2001).

5.2 PROTOCOLOS DE SINCRONIZAGAO DA OVULACAO

Com o intuito de evitar problemas de deteccdo de estros em
rebanhos de cria, foram desenvolvidos protocolos de sincronizagédo, cuja
vantagem era permitir a inseminagado de um grande numero de animais em um
periodo de tempo pré-estabelecido, sendo que estes tratamentos sao
conhecidos como protocolos de inseminagao artificial em tempo fixo (IATF),
que tem como base fundamental a combinagdo de hormdnios, com o objetivo
de manipular os eventos fisiologicos e comportamentais (BARUSELLI &
MARQUES, 2002).

Programas de sincronizagao da ovulagao para IATF possuem varios
propésitos, dentre eles, a indugdo da emergéncia de uma onda folicular de

forma sincronizada, o controle da duracdo do crescimento folicular e da fase
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luteinica até alcancgar o estagio pré-ovulatério, a sincronizagao da retirada da
progesterona tanto exodgena, como enddgena e indugdo da ovulagdo
sincronizada em todos os animais tratados (BARUSELLI et al., 2004).

Deste modo, os protocolos hormonais de inducdo do estro servem
de ferramenta para aumentar os indices reprodutivos. Dentre as principais
vantagens destacam-se a redugéo do intervalo parto/concepgéo, concentragao
dos partos, antecipagao da concepc¢ao na temporada de monta, padronizacao
dos lotes de bezerros e aumento da eficiéncia nos indices de desmame (peso
ao desmame e numero de animais desmamados), refletindo diretamente na
racionalizacdo da mao-de-obra e no custo/beneficio da atividade
(BARTOLOMEU et al., 2003; GONCALVES et al., 2004).

No entanto, para se escolher um protocolo de sincronizagao deve-se
tomar certas precaugdes diante de alguns aspectos, como a categoria animal e
0 escore de condigdo corporal (ECC), sendo este ultimo um dos fatores que
mais interfere na chance de gestagdo. Em fémeas bovinas ao inicio de
protocolo de sincronizacdo, o baixo escore de condigdo corporal influencia
diretamente na taxa de concepg¢ao de maneira insatisfatoria (CUTAIA et al.,
2003).

Em vacas no pods-parto, a aplicagdo de protocolos hormonais
possibilita que a maior parte do rebanho retome a atividade ovariana ciclica e
posteriormente se torne gestante em um periodo reduzido de tempo
(BARUSELLI et al., 2006). Para isto, métodos praticos de sincronizagcado da
ovulagdo possuem certo grau de repetibilidade, além de minimizar algumas
interferéncias do ambiente. Estas caracteristicas do controle exégeno da
dindmica folicular possibilitam a obtencdo de elevadas taxas de prenhez em
diferentes regides e sistemas de manejo.

O exemplo mais significativo do efeito dos protocolos de
sincronizagao sobre a eficiéncia do manejo € a observagao de estros. Com a
adogao de programas de IATF esta atividade nao se torna mais necessaria na
pratica de campo, pois a mesma vem ser uma opc¢ao de manejo cujo objetivo
principal é eliminar a detecg¢ao de estros, produzindo resultados finais iguais ou
superiores a IA convencional (DISKIN et al., 2002; MAPLETOFT et al., 2002).
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Diante das consideragdes, diversas linhas de tratamentos hormonais
tém sido usualmente utilizadas no Brasil para sincronizacdo da ovulagao e
IATF. Em linhas gerais, estes consistem na utilizagdo de dispositivos de
progesterona ou implantes contendo progestagenos, associados a tratamentos
com estradiol, com o objetivo de sincronizar a emergéncia da onda de
crescimento folicular (BO et al., 1995; VASCONCELOS et al., 1994). Um dos
tratamentos mais utilizados consiste na aplicagado de benzoato de estradiol (BE;
2,0 mg; i.m.) no momento da inser¢ao de um dispositivo/implante de P4 (Dia 0),
seguido da aplicagdo de PGF2o no momento da retrada do
dispositivo/implante (Dia 8 ou 9) e aplicagdo de 1,0 mg de BE 24 horas apds,
sendo a IATF realizada 30 a 36 horas apés o BE (54 a 60 horas apods a retirada
dos dispositivos).

Sa Filho (2003) trabalharam com novilhas cruzadas Bos taurus
indicus x Bos taurus ciclicas, os quais se administraram duas inje¢des de
PGF2a antes de retirar o dispositivo de P4, obtendo maior taxa de concepgao
em relagdo as que receberam PGF2a apenas na retirada (64,0% vs. 39,9%), o
que levou o autor a sugerir que a antecipagao da lutedlise permitiu elevagéo
nos pulsos de LH e consequente aumento no didmetro do foliculo dominante e
do CL.

Alguns autores relatam que os tratamentos com progestagenos ou
progesterona, associados a estradiol-173 ou benzoato de estradiol, induzem
atresia folicular seguida de indu¢cdo do crescimento sincrénico de uma nova
onda folicular em torno de 3 a 4 dias apés (BO et al., 1994). Em pesquisa
realizada em novilhas B. indicus, B. indicus x B. taurus e B. taurus tratadas com
dispositivo intravaginal de progesterona associado a 2mg de benzoato de
estradiol no dia 0, ndo foi verificada diferenga significativa no dia da
emergéncia da onda de crescimento folicular entre os grupos genéticos
estudados (CARVALHO et al., 2004).

Deve-se considerar, ainda, que o0 sucesso no controle exdgeno do
ciclo estral e da ovulacdo em bovinos depende essencialmente de seu status

fisiolégico na ocasido da sincronizagéo, como por exemplo, o estado nutricional
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e o periodo poés-parto, entre outros, requerendo estratégias especificas para
cada situacéo (REINCHERBACH et al., 2002).

5.3 INDUTORES DE OVULACAO

Para viabilizar um programa de inseminagéao artificial em tempo fixo
em bovinos, é necessario sincronizar eficientemente as ovulagées, diminuindo
o intervalo interovulatério entre as fémeas tratadas. Diante dessa necessidade
foi consolidado o uso de indutores de ovulagao, dentre os quais destacam-se o
benzoato de estradiol (BE), cipionato de estradiol (CE) e o horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) e o Hormdnio Luteinizante (LH).

Inicialmente, pesquisadores estudaram o efeito da administracao de
estrogenos 24 horas apods a retirada dos dispositivos de progesterona, visando
induzir um pico de LH sincronizado (MACMILLAN & BURKE, 1996; HANLON et
al., 1997, MARTINEZ et al., 1998).

Nesse contexto, verificou-se que o BE aumentou a taxa de
sincronizagao das ovulagdes P4 que estas ocorreram em torno de 70h apoés a
remocao dos dispositivos de progesterona (SALES et al., 2012). Esses
resultados foram confirmados por pesquisas realizadas em Bos indicus criados
a campo no Brasil (MARQUES et al., 2003).

Baseado nestas observacdes foi recomendada a realizagao da IATF
em torno de 16 horas antes da média das ovulagdes, ou seja, 30h apds a
administragao do BE, quando este era administrado 24 horas apds a remocao
do dispositivo. (LAMMOGLIA et al., 1998; BURKE et al., 2001; MARTINEZ et
al., 2002a).

Nos tratamentos em vacas de corte no pds-parto, o BE tem sido
bastante utilizado, pois promove a liberagdo de um pico de LH, dentro de um
intervalo de 24 a 30h, enquanto com a administragao de GnRH este mesmo
pico € induzido em torno de 15 minutos apds sua aplicagdo (LAMMOGLIA et
al., 1998).

Ja o tratamento com GnRH em dia aleatério do ciclo estral promove

a ovulacéao do foliculo presente, desde que este esteja na fase de crescimento
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final, dominante ou pré-ovulatério. Apés a ovulagao, ocorre a emergéncia de
uma nova onda de crescimento folicular em torno de 24 a 48h (PURSLEY et
al., 1995; TWAGIRAMUNGU et al., 1995; BODENSTEINER et al., 1996).

Em outro experimento, Pursley et al. (1995) detectaram ovulagéo
90%) das vacas e 54% das novilhas Holandesas que receberam GnRH,
independentemente da fase do ciclo estral em que se realizou o tratamento.

Alguns estudos avaliaram o emprego de analogos do GnRH,
seguido da aplicagaéo de prostaglandina depois de 7 dias e administracdo de
uma nova dose de GnRH (protocolo “ovsynch”) (PURSLEY et al.,, 1995;
WILTIBANK, 1997). Nestes mesmos trabalhos demonstraram que a
sincronizagao da ovulagdo, pode ser consideravelmente aumentada com uma
segunda dose de GnRH 36-48 horas apds a aplicagdo de prostaglandina,
sendo que essa segunda aplicacdo de GnRH vem colaborar com a eficiéncia
da inseminacéo artificial em tempo fixo, realizada de 16 a 24 horas apds, pois
sincroniza a ovulagao em curto periodo de tempo.

A utilizacdo de protocolos de sincronizagao de estro com o uso de
GnRH no inicio de uma nova onda de crescimento folicular ou para promover a
ovulagdo de um foliculo dominante no momento da IA ou antes dela, tém sido
desenvolvidos para gado de corte e de leite. Quando administrado em estagios
aleatérios do ciclo estral, o GnRH determina a ovulagao do foliculo dominante
com mais de 9 mm e induz a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular dentro de 1 a 2 dias em vacas e novilhas apos o tratamento. No
entanto, associagdes hormonais que utilizam GnRH e prostaglandina (PGF2a),
quando empregadas em animais que estao ciclando, resultam em percentagem
de prenhez superior a de fémeas em anestro e novilhas.

Estudos revelaram que 85% de vacas e apenas 54% de novilhas
respondem a primeira injecdo de GnRH (PURSLEY et al., 1995; MARTINEZ et
al., 1999). Na maioria das pesquisas citadas até o momento ndo se recomenda
0 emprego da sincronizagao da ovulagado com GnRH/PGF2a/GnRH (protocolo
“‘Ovsynch”) em novilhas, pois estas apresentam baixa resposta ovulatéria a
primeira aplicacdo GnRH, e porque a auséncia de ovulagdo inicial nao

sincroniza o desenvolvimento de uma nova onda de crescimento folicular
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(PURSLEY et al.,, 1995). A baixa resposta a este protocolo se traduz em
indices de prenhez para novilhas que ndo superam os 20% (BRAGANCA,
2007).

Em trabalho com vacas holandesas, Vasconcelos (1998) obteve
64% de taxa de ovulagao ap6s a primeira aplicagdo de GnRH em 156 animais
tratados em diferentes periodos do ciclo estral. Este autor observou variagao
das taxas de ovulacdo conforme a época do ciclo estral em que as fémeas
foram tratadas, com menores indices nos animais que se encontravam entre os
dias 1 e 4 (23%), e maiores taxas naqueles que estavam entre os dias 5 e 9
(96%). Ja as taxas de ovulagdo apds a segunda dose de GnRH (87%) nao
foram influenciadas pela fase do ciclo estral, mas variaram (P<0,01) de acordo
com a resposta a primeira aplicagédo do horménio (92% quando houve ovulagéo
e 79% quando nao houve ovulagao). Foram observadas ovulagdes entre a
aplicacdo de prostaglandina e a segunda dose de GnRH (6%) e 7% dos
animais nao ovularam decorridas 48 horas da aplicacdo da segunda dose de
GnRH.

Em alguns estudos avaliando a resposta folicular apds a primeira
administragdo de GnRH, foi observado que a mesma influencia diretamente na
eficiéncia da sincronizagdo da ovulacdo. Diante disso, animais que né&o
respondem a este tratamento e que se encontram no final da fase de diestro,
manifestam o estro e a ovulagdo prematuramente e representam, tipicamente,
de 8% a 10% dos animais tratados. Animais com estro e ovulagao prematuros,
quando inseminados em tempo fixo, apresentam baixas taxas de concepcéo.
Esse fendbmeno ja foi relatado em bovinos de leite e em bovinos de corte
(VASCONCELOS et al.,1999; GEARY et al., 2000; DEJARNETTE et al., 2001).

Quando se utiliza o cipionato de estradiol em alguns protocolos,
observa-se igual eficiéncia em relagdo a aplicagdo de BE, como foi
demonstrado em estudo de Meneghetti et al. (2005), que trabalhou com
diferentes doses do horménio na avaliagao da taxa de prenhez de vacas Nelore
paridas. Ressaltando este resultado, Penteado et al. (2006) concluiram que a
dose de 1,0 mg de cipionato de estradiol (ECP) apresentou taxa de prenhez

semelhante ao de BE aplicado 24 horas apés e melhor resultado em relagao a
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dose de 0,5 mg de cipionato de estradiol. Na comparacdo dos dois estudos
citados, o tempo da permanéncia do dispositivo de P4 (9 dias; MENEGHETTI
et al.,, 2005 vs. 8 dias; PENTEADO et al., 2006) pode ter sido o motivo da
diferenca dos resultados, pois tiveram um periodo de crescimento folicular
maior aqueles animais que permaneceram 24 horas a mais com o dispositivo, 0
que pode permitir o uso de uma dose menor de cipionato de estradiol. De fato,
a utilizacdo do cipionato de estradiol em protocolos de IATF é recomendavel,
devido diminuir do numero de passagens dos animais ao curral,

consequentemente diminuindo o grau de estresse dos mesmos.

5.4 BIOTECNOLOGIA DO SEMEN SEXADO

No inicio do século 20, a determinagdo do sexo ainda era atribuido
apenas ao cromossomo X, sendo que a classificacdo do macho era
determinada por X0 e a da fémea XX, porém, em 1914, foi descoberto por
Bridges que o sexo masculino era determinado pela associagdo de um
cromossomo X, com outro morfologicamente distinto, denominado de Y
(MOTA, 2004). Apdés essa descoberta a selecdo do sexo nos animais
domésticos tornou-se um dos principais objetivos quando a capacidade de
sexagem dos espermatozoides foi atingida (GARNER & SEIDEL, 2008).

Um dos primeiros estudos de pré-selecao sexual foi conduzido com
base na separagao de espermatozdides de coelhos e suinos por centrifugagao.
A seguir, varias pesquisas foram realizadas utilizando diferentes técnicas de
pré-selecéo, sendo que no final da década de 60, a utilizagdo do citbmetro de
fluxo aumentou o interesse em mensurar o DNA das células através de muitas
propostas, especialmente para o diagndéstico de cancer. Na reprodugéao, esse
meétodo foi utilizado para avaliar alteragdes espermaticas associadas a danos
genéticos (JOHNSON e WELCH, 1999).

No entanto, Moruzzi (1979) deu especial atengcdo ao DNA, ao
evidenciar diferengas entre os espermatozéides portadores de cromossomos X
e Y. Em seguida, construiu-se o citobmetro de fluxo com alta resolugdo,

ortogonalmente configurado e usado para mostrar a diferenga de 3,2% no
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conteudo de DNA do nucleo de espermatozéides de camundongos (PINKEL et
al., 1982).

O conteudo de DNA do sémen é determinado através da utilizagao
de corantes fluorescentes, sendo que o corante Hoechst 33342 foi escolhido
por ser o menos téxico entre os corantes de DNA com potencial de penetragao
na membrana plasmatica de células vivas (JOHNSON et al.,1987). Este tipo de
coloracédo vem ligar seletivamente a regides ricas de DNA permitindo a
deteccdo de pequenas diferengcas do conteudo de DNA (KLINC & RATH,
2006).

Deste modo, o espermatozodide X recebe cerca de 4% mais corante
vinculado ao seu DNA, do que o espermatozoide Y. Tal corante fluoresce
apenas quando exposto a uma especifica onda de luz, normalmente, fornecida
por raio laser. A fluorescéncia € medida por um detector e analisado por
computador fornecendo uma medida exata do teor do conteudo de DNA
(GARNER, 2006).

Apds a inovagao no citbmetro de fluxo feita por Morruzi no final da
década de 70, teve-se inicio aos primeiros nascimentos de produtos com
sémen sexado, com base no conteudo de DNA dos espermatozodides, onde
foram observados em coelhas cirurgicamente inseminadas no oviduto
(JOHNSON et al., 1989). Desde entao, foi constatada variagdo no conteudo de
DNA dos espermatozoides X e Y, com diferenca de 2,8% no homem; 3,0% no
coelho; 3,6% no suino; 3,7% no garanhao; 3,8% no bovino; 3,9% no céo; e
4,2% nos ovinos (JOHNSON e WELCH, 1999), originando nascimentos de
produtos com sexo pré-selecionado (BUCHANAN et al., 2000; O'BRIEN et al.,
2003; HOLLINSHEAD et al., 2004; DE GRAAF et al., 2007).

Desde esta época a tecnologia do sémen sexado foi aplicada, tendo
maior expansdo apos o estabelecimento do conteudo de DNA (GARNER,
2006). Com o emprego da biotecnologia da sexagem do sémen ocorreu o
rapido avango genético, além da producdo de animais do sexo desejado,
buscando produzir mais com menor custo (FREITAS, 2007).

A eficacia da sexagem dos espermatozoides ndo depende s6 das

relativas diferengas do DNA, mas também da capacidade de orientagao precisa
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desses gametas pelo citbmetro de fluxo (GARNER, 2006). A acuracia do
processo de selecdo é de, aproximadamente, 90%, podendo variar entre 87% e
95% dependendo do operador, velocidade e variagdes individuais do ejaculado
(FREITAS, 2007; MOCE et al., 2006). Um fator importante na sexagem dos
espermatozoides é a qualidade do ejaculado, que possui influéncia direta na
velocidade do processo, que por sua vez interfere diretamente na pureza do
sémen, ou seja, quando a velocidade é baixa pode-se ter pureza de mais de
93% e quando rapida pode chegar a 87 (SEIDEL JR, 2003).

As vantagens do sémen sexado para a produc¢do de bovinos sao
varias, no entanto, devem-se salientar alguns fatores que limitam sua utilizagédo
em larga escala. A técnica de citometria de fluxo induz as alteragbes na
membrana espermatica, acelerando o processo de reagao acrossOmica no
espermatozdide apos a criopreservacado (pré-capacitacdo) (MOCE et al., 2006).
Segundo Maxwell et al. (2004) e Mocé et al. (2006), este processo acarreta
uma redugdo da sobrevida do espermatozdide sexado. Este fato justifica a
deposicdo do sémen proximo do local da fertilizacdo, assim como no momento
mais proximo possivel a ovulagdo, podendo este fato constituir-se em solugao
objetivando o aumento das taxas de prenhez. Contudo mais pesquisas ainda
sd0 necessarias para elucidar tais davidas (MOCE et al., 2006).

As desvantagens que envolvem o processo de sexagem promovem
danos as células, deixando-as mais sensiveis ao processo de criopreservagao
(HOLLIINSHEAD et al., 2003). Tal processo de selegcdo causa danos ao
sémen, devido ao estresse quimico e fisico aos quais os espermatozoides sao
submetidos durante a sexagem (SEIDEL JR, 2003), o que leva a uma menor
capacidade de fecundacao dos espermatozoides apds a inseminacao artificial
in vivo, ou na fecundacgao in vitro, além de menores taxas de desenvolvimento
embrionario comparados aos ndo-sexados (SARTORI et al., 2004).

A sexagem espermatica pela técnica de citometria de fluxo € uma
biotecnologia valiosa que atualmente ja manifesta impacto nas criagdes
comerciais. Porém, os efeitos do processamento sobre a integridade das
células espermaticas ainda ndo sao totalmente conhecidos. Acredita-se que a

baixa fertilidade apresentada por algumas partidas de sémen sexado seja
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devido ao comprometimento de estruturas espermaticas durante o
procedimento de separagao (“sorting”) das populagdes de células X e Y (SUH
et al., 2005).

Segundo Hossepian de Lima (2006), a aplicabilidade comercial da
sexagem dos espermatozoides depende do estabelecimento de uma
metodologia que além de ser compativel com o processo de congelagao,
minimize a perda de espermatozoides durante o processo e nao reduza o
poder fecundante dos mesmos. Considerando estes aspectos, € necessario
avaliar a qualidade nao somente em relacdo a acuidade de sexagem, mas
também no que diz respeito a viabilidade dos espermatozoides portadores do
cromossomo X ou Y.

Para o sucesso da sexagem €& preciso levar em conta a
susceptibilidade dos gametas quanto a adicdo da sonda fluorescente, a
exposicao ao laser, a alta diluicdo, a elevada presséo, e a resisténcia as
severas mudangas na composi¢cao dos meios que ocorre durante o processo
de sexagem (MAXWELL et al., 1998). O sucesso comercial da separagao dos
cromossomos X e Y pela citometria de fluxo tém estimulado novos interesses
no desenvolvimento de outros, talvez mais eficazes métodos na pré-selecédo do
sexo dos mamiferos (GARNER & SEIDEL, 2008). O desenvolvimento de
técnicas eficientes para a sexagem de espermatozdides também representa
importante recurso para a reprodugcdo assistida em espécies ameagadas de
extingao (SEIDEL & JOHNSON, 1999).

Em relacdo a eficiéncia do sistema de sexagem, em condi¢des
otimas, podem ser produzidas 10 doses de sémen sexado de bovinos na
concentragdo de 2x10° espermatozoides por dose para cada sexo, em intervalo
de uma hora (GARNER, 2006). No entanto, atualmente, a produgdo de uma
palheta de sémen sexado leva-se cerca de 9 minutos, que se traduz em
aproximadamente sete palhetas por hora na concentragdo de 2x10°
espermatozoides por dose (GARNER & SEIDEL, 2008).

Devido a algumas desvantagens apresentadas anteriormente, o
método de sexagem pelo citbmetro de fluxo ainda tem uma grande limitagdo no

mercado, pois os espermatozdides sdo sexados um de cada vez, ao invés de
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serem varios ao mesmo tempo (GARNER, 2006), tornando o processo caro,
além da baixa longevidade desses espermatozoides, frescos e criopreservados
(MOCE et al., 2006). Diante dessas desvantagens a utilizagdo de inseminagao
com doses de sémen sexado na concentragcdo convencional, tornou-se
impraticavel. Com isso, foram criadas duas maneiras para lidar com este
problema, sendo que em ambas utilizam-se poucos espermatozdéides por dose
(geralmente 2x10° espermatozoides/dose). A primeira consiste na selecdo de
touros que, com baixas concentracbes do sémen, mas que apresentam uma
boa fertilidade, e a segunda é o uso do sémen de animais em boas condi¢cdes
de manejo (SEIDEL JR, 2007). Outra maneira de separar espermatozoides
contendo o cromossomo X daqueles contendo o cromossomo Y é pela
expressao dos antigenos de superficie das células (MOTA, 2004).

Em alguns estudos realizados como o de Blecher et al. (1999)
relataram a identificacdo e o isolamento das proteinas especificas do sexo
sendo possivel a obtencdo de anticorpos especificos do sexo masculino e do
feminino. Neste estudo foram analisados espermatozéides bovinos, em que
apos a incubacgao foram detectados que os anticorpos antiproteinas especificas
do sexo feminino promoveram aglutinacdo em 50% das células. Ja nas células
que nao sofreram aglutinacdo produziram in vitro 106 embrides, sendo que
destes somente 72 puderam ser sexados pela técnica de citogenética dos
quais 92% eram do sexo masculino.

Alguns autores defendem a utilizagdo do método imunologico para
sexagem de sémen, comentando que o mesmo necessita de equipamentos
mais simples e menos caros, associado ao fato de relatos de que ao usar a
técnica de citometria de fluxo, os corantes que se ligam ao DNA e sao
submetidos a excitacdo com feixe de laser, determinam efeitos negativos aos
espermatozoides e, consequentemente, ao embrido (MCNUTT e JOHNSON,
1996).

Outras pesquisas compararam a eficacia entre os métodos
imunoldgicos e de citometria de fluxo, onde foi constatado que, em virtude do
método imunologico depender da expressdo do gene pelos cromossomos X e
Y, a sua eficiéncia é limitada (HENDRIKSEN, 1999). Todavia, existem relatos
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de reducdo dos indices de fertilidade com uso de sémen sexado devido ao
menor tempo de viabilidade destas células, associado a diferentes padrées de
motilidade (SCHENK et al., 2006), que pode ser explicado pelo fato de
espermatozoéides separados por citometria de fluxo necessitarem de menor
tempo para a sua capacitacao (LU e SEIDEL JR., 2004).

Por conseguinte, visando reduzir a variagdo no tempo de ovulagéo e
melhorar a eficiéncia de programas de IA com sémen sexado, as técnicas de
sincronizacao do estro tém sido bastante utilizadas. No entanto, as taxas de
concepgao apos o uso de sémen sexado em vacas de corte e de leite
submetidas a sincronizagdo do estro e inseminagao artificial em tempo fixo
(IATF) tém sido pouco relatadas (SCHENK et al., 2006).

5.5 INSEMINACAO ARTIFICIAL COM SEMEN SEXADO

A Inseminacéo Artificial (IA) em bovinos com baixas doses de sémen
sexado (~1x10° espermatozdides) foi considerada impraticavel no inicio dos
anos 90, uma vez que a taxa maxima de sexagem de espermatozdides X e Y
era de, aproximadamente, 300.000 espermatozdides por hora. Todavia, a
criacdo de maquinas mais modernas e de técnicas separadoras de células a
alta velocidade (10 x 10° espermatozdides por hora) aumentou a possibilidade
de sua utilizacado na IA (LU et al., 1999).

Uma das causas da reduzida taxa de concepg¢ao com uso do sémen
sexado € a pequena concentragdo de espermatozéides por dose (BARUSELLI
et al., 2007). Assim, visando estudar o efeito da sexagem na viabilidade
espermatica, Bodmer et al. (2005) trabalharam com IA em vacas em lactagéo
inseminadas 12 horas apds a detecgcdo e cio, onde observaram taxas de
concepgao (30-40 dias apds IA) similares entre os grupos sexado (27,5%) e
convencional (28,1%).

Apesar dos resultados apresentados da literatura com vacas serem
inconsistentes, a maioria das pesquisas realizadas com novilhas indica que a
taxa de concepgao apds observacao de estro e IA com sémen sexado € de

cerca de 70 a 90% da taxa atingida apds o uso de sémen convencional, sendo
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que alguns autores ainda discutem que estes resultados dependem das
condigbes de manejo das fazendas. Para dar resposta a esta discussao Seidel
et al. (1999) realizaram varios experimentos, onde observaram que as taxas de
concepcao de novilhas holandesas inseminadas com sémen sexado variaram
de 40% a 68% e com sémen convencional de 67% a 82%, relatando que um
possivel fator que poderia influenciar a taxa de prenhez utilizando sémen
sexado seria o local de deposicéo no utero.

Apods relato desta possibilidade, Kurykin et al. (2007) realizaram
inseminacdo com sémen sexado (2,2x10° sptz/dose) no corpo do Gtero ou no
corno uterino ipsilateral a ovulagdo em novilhas de leite. Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos, indicando que o local de deposigdo do
sémen sexado parece nao afetar as taxas de concepcgéo.

Em vacas de leite, Andersson et al. (2004) observaram taxas de
prenhez de 21,0% para o grupo de vacas inseminadas com sémen sexado e de
46,0% para o grupo inseminado com sémen convencional. No entanto, apesar
da baixa concepcao, a utilizagdo do sémen sexado aumentou a quantidade de
bezerras fémeas nascidas (sexado = 83,0%; convencional =49,0%). Ja em
vacas da raga Nelore (Bos indicus), Baruselli et al. (2007) relataram que nao
existem diferencas nas taxas de concepcéo quando a IATF com sémen sexado
(2,1 x 10° espermatozdides/dose) é realizada 60 horas apds a retirada do
implante de progestageno, quando comparada ao uso do sémen convencional,
ratificando a hipétese de que a IATF proxima ao momento da ovulagdo
aumenta a taxa de concepg¢do do grupo de fémeas inseminadas com sémen
sexado. Em outro estudo, Sousa et al. (2008) testaram o atraso de mais quatro
horas na IATF com sexado (60 h vs. 64 h apds a retirada do dispositivo de P4),
sem sucesso, demonstrando que o mais adequado seria inseminar de 10 a 12
horas antes da ovulagéao.

Algumas pesquisas realizadas recentemente, dentre elas, a de
Sales et al. (2011), que trabalhou com 339 vacas Nelore lactantes, teve como
objetivo de avaliar o melhor momento de realizar a IATF com sémen sexado
em relacdo ao momento da ovulagdo. Neste trabalho os animais foram

distribuidos aleatoriamente em 3 tratamentos (IA as 36, 48 e 60 horas apds
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retirada do dispositivo de P4), no qual alcancaram taxas de concepgao
correspondentes a 5,4%, 19,4% e 37.9%, respectivamente. Nesta pesquisa
pode-se observar que a maior taxa de concepcao foi obtida nas vacas
inseminadas entre 12 e 0 horas antes da ovulagédo, ou seja, nho minimo 60
horas apos a retirada do dispositivo.

A partir destes resultados, os mesmos autores realizaram outro
estudo desta vez no Texas (EUA), com o intuito de avaliar o efeito do atraso de
6 horas no momento da IATF com diferentes tipos de sémen (sexado e
convencional) em 420 novilhas Jersey ciclicas sincronizadas e inseminadas em
tempo fixo, no qual foi observado que a maior taxa de concepgédo com sexado
ocorreu nos animais que foram inseminados 60 h, ficando em torno de 31,4%
(32/102; 60h) vs. 16,2% (17/105; 54h) (P<0,01). J& para sémen convencional
estas variagbes de momento da IATF n&o afetaram os resultados de
concepgao, onde o grupo 54h alcangou 50,5% (51/101) vs. 51,8% (58/112)
para o grupo 60 h (P=0,95). Ao final destes trabalhos pode-se concluir que o
atraso de 6h na IATF em relacdo ao protocolo convencional pode aumentar a

taxa de concepgao com sémen sexado (SALES et al., 2011).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Animais

Foram utilizadas durante a pesquisa 383 vacas da raga Nelore (Bos
indicus) lactantes, com periodo pds-parto de 60-90 dias, sendo as mesmas
previamente selecionadas quanto ao escore de condigdo corporal (ECC) e
escore de condigdo ovariana (ECO).

As fémeas foram avaliadas quanto ao ECC, utilizando-se uma
escala de um a cinco pontos, conforme metodologia adaptada por Lowman et
al. (1976), sendo selecionadas aquelas que possuiam ECC entre 3 a 4. Outra
forma de selecdo dos animais foi a observagdo do ECO (Tabela 1), na qual
foram avaliadas pela presenca do corpo luteo e pelo tamanho de foliculos
presentes visualizados ultra-sonograficamente em exames realizados antes do
inicio dos protocolos de IATF, para minimizar o efeito individual sobre as
variaveis estudadas, seguindo a escala proposta por Madureira & Pimentel
(2005).

Tabela 1. Escore de condicdo ovariana (ECO) adaptado de Madureira &
Pimentel (2005)

Escore ovariano Caracteristicas

Fémeas ciclando, ovarios com comprimento acima de 30mm, macios,
1 presenca de CL*, utero com turgidez acentuada, denotando a

presencga de foliculos grandes (>10mm), estrogeno-ativos.

Fémeas em anestro, ovarios com comprimentos entre 15-30 mm,

auséncia de CL* e de turgidez no utero. Incluem-se nesta categoria,

2
animais cujos foliculos atingem a fase de dominéancia (=8,5mm), mas
nao ovulam.
Fémeas em anestro, ovarios pequenos, duros e lisos. Nesta categoria
3

sdo incluidos animais cujos foliculos ndo chegam até a divergéncia.

*CL: Corpo Luteo
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6.2. Instalacdes e manejo nutricional

O Experimento 1 foi realizado na fazenda Sao Benedito, localizada
no municipio de Bacabal (MA), pertencente a Mesorregiao Centro Maranhense,
localizada na latitude 04°13’30” Sul e longitude 44°46'48” Oeste, com altitude

de 38 m acima do nivel do mar (Figura 1).

FIGURA 1. Municipio de Bacabal, Estado do Maranhao; Fonte: Wikipédia, 2012.

O experimento 2 foi conduzido nas Fazendas Olho D’Agua e Aguas
de Margo, localizadas respectivamente nos municipios de Parnarama e Lagoa
do Mato (MA), sendo que ambos 0s municipios pertencem a Mesorregido Leste
Maranhense. O municipio de Parnarama se localiza na latitude 05°40°55” Sul e
longitude 43°05'34” Oeste com altitude de 89m, enquanto o municipio de Lagoa
do Mato na latitude 06°02'49” Sul e longitude 43°31'33” Oeste, estando a uma

altitude de 200m acima do nivel do mar (Figura 2).
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FIGURA 2. Municipios de Parnarama (a esquerda) e Lagoa do Mato (a direita), Estado do
Maranhao; Fonte: Wikipédia, 2012.

Os animais foram mantidos em condi¢cdes similares de pastagem,
manejo, com livre acesso a agua e suplementagao mineral ad libitum fornecido
em cocho aberto, de acordo com as exigéncias de manutencédo e produgéo,
fornecidas pelo NRC (2001). Os procedimentos realizados nos animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual do Maranh&o (Processo 08/2010).

6.3. Protocolo base de sincronizagcao para inseminacao artificial em tempo

fixo

Na Figura 3 esta ilustrado o protocolo base de sincronizagdo para
inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) utilizado. No dia zero (D0), todos os
animais receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (P4; 1 g;
Sincrogest®, Ouro Fino Saude Animal, Brasil) e foram administrados 2mg de
benzoato de estradiol (BE; I.M.; Sincrodiol®, Ouro Fino Satde Animal, Brasil).

No dia oito (D8), foram removidos os dispositivos intravaginais de P4 e
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administradas 300Ul de Gonadotropina Coribnica Equina (eCG; [.M.;
SincroeCG®, Ouro Fino Salde Animal, Brasil) juntamente com 0,53mg de

prostaglandina F2a (PGF2a; I.M.; Sincrocio®, Ouro Fino Satde Animal, Brasil).

300 Ul eCG
2mg +
BE 0,53 mg PGF,,
v A

SINCROGEST® NOVO OU REUTILIZADO

ﬁ

DO D8

Figura 3. Protocolo base de sincronizagéo para inseminacao artificial em tempo fixo.

Os dispositivos intravaginais de progesterona foram utilizados por
duas vezes de oito dias cada, sendo distribuidos homogeneamente para cada
tratamento em forma de réplicas similares.

A partir do momento da retirada dos dispositivos (D8) os animais
foram divididos homogeneamente de acordo com o periodo pés-parto e o
escore de condigao corporal em trés grupos. Foi realizado um delineamento
inteiramente casualizado, utilizando-se como tratamento experimental, o tipo de
indutor de ovulagéo utilizado [Cipionato de Estradiol (CE) vs. Benzoato de
Estradiol (BE) vs. Cipionato de Estradiol + Acetato de Buserelina (CE+GnRH)]

conforme segue adiante.

6.4. Delineamento experimental

6.4.1. EXPERIMENTO 1: Dinamica folicular e taxa de ovulacao de vacas
Nelore (Bos indicus) tratadas com diferentes indutores de ovulacao.

No experimento 1 as vacas Nelore (39) foram distribuidas

homogeneamente em trés tratamentos, conforme ilustrado na figura 4:
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Tratamento BE

300 Ul eCG
2mg +
BE 0,53 mg PGF5,
A4 v 1mg
SINCROGEST® REUTILIZADO BE
ﬁ
DO D8 D9 D12
[ US (a cada 12 horas) ]
Tratamento CE
300 Ul eCG +
2mg 0,53 mg PGF,,
BE +1mg CE
\4 A4

SINCROGEST® REUTILIZADO

ﬁ

DO D8 D12
[ US (a cada 12 horas) ]

Tratamento CE+GnRH

300 Ul eCG +
2mg 0,53 mg PGF,,
BE +1mg CE
v 32 8ug
SINCROGEST® REUTILIZADO G"RI H
DO D8 D10 D12
( US (a cada 12 horas) )

FIGURA 4. Representagdo esquematica dos protocolos de sincronizagcdo da ovulagdo para
acompanhamento da dinamica folicular ovariana. Tratamento BE: 1 mg de benzoato de
estradiol aplicado no D9. Tratamento CE: 1 mg de cipionato de estradiol aplicado no momento
da retirada dos dispositivos (D8). Tratamento CE+GnRH: 1 mg de cipionato de estradiol
aplicado no D8 + 8 yg de acetato de Buserelina aplicado no D10. Os animais de todos os
tratamentos foram submetidos a exames ultra-sonograficos via transretal a cada 12 horas do
D8 até o D12.

Os exames ultrassonograficos foram realizados com auxilio de um
ultra-som (CHISON D600VET, USProducts Eletromedicina, Brasil) equipado
com transdutor linear transretal de 5,0 MHz. Foi aferida a populagéo folicular

por meio da quantificacdo e mensuragao (didametro em milimetros) de todos os
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foliculos > 6 mm. A ovulacéao foi definida como o desaparecimento do foliculo

dominante identificado na avaliagédo anterior.

6.4.2. EXPERIMENTO 2: Taxa de concepcao de vacas Nelore (Bos indicus)

tratadas com diferentes indutores de ovulacao para inseminacao artific
em tempo fixo (IATF) com sémen sexado.

ial

No experimento 2 as vacas Nelore (344) foram alocadas em

tratamentos similares aos do experimento 1. As inseminagdes foram realizadas

de 60 a 64 horas apds a remocé&o dos dispositivos intravaginais (figura 5).

Tratamento BE

300 Ul eCG
2mg +
BE 0,53 mg PGF,, 1B"|‘Eg IATF
N v
SINCROGEST® NOVO OU REUTILIZADO 1 1
ﬂ
DO D8 D9 D11
< - >
24 horas 36 horas
< >
60 horas
Tratamento CE
300 Ul eCG +
2mg 0,53 mg PGF,,
BE +1mg CE IATF
v \Z
SINCROGEST® NOVO OU REUTILIZADO l
Do D8 D11
D 60 horas -
Tratamento CE+GnRH
300 Ul eCG +
2mg 0,53 mg PGF5, 8 ug
BE +1mg CE GnRH ATF
v 12
SINCROGEST® NOVO OU REUTILIZADO 1 1
M
DO D8 D10 D11
) 48 horas ~ " 12h :
60 horas g
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FIGURA 5. Representagado esquematica dos protocolos de sincronizacdo da ovulagido e do
momento das inseminag¢des. Tratamento BE: 1 mg de benzoato de estradiol aplicado no D9.
Tratamento CE: 1 mg de cipionato de estradiol aplicado no momento da retirada dos
dispositivos (D8). Tratamento CE+GnRH: 1 mg de cipionato de estradiol aplicado no D8 e 8 ug
aplicado no D10. As inseminagdes foram realizadas no intervalo de 60-64 horas apds a retirada

dos dispositivos (D11).

As fémeas foram submetidas ao diagnostico de gestacdo por
ultrassonografia 30 dias apés a IATF (US; CHISON D600VET®, USPBrasil

Eletromedicina, Brasil).
6.5 Sémen e avaliacao seminal

Foi utilizado sémen sexado proveniente de reprodutor da raca
Nelore (Bos indicus) oriundo de central de inseminacdo. Quatro partidas de
sémen foram utilizadas e distribuidas homogeneamente entre os tratamentos.
A avaliagdo seminal foi realizada no Laboratério Sexing Technologies
pertencente a empresa CRV Lagoa da Serra, localizada em Sertdozinho — SP.
Os resultados da analise das partidas de sémen utilizadas no experimento

estdo descritas na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Analise das partidas de sémen.

Partidas de sémen A B C D
Variaveis

Motilidade (%) 80 80 85 85
Defeitos primarios 6 5 3 3
Defeitos secundarios 3 2 11 14
Volume inicial do ejaculado 5,8 9 49 6,9
Concentracao inicial 1478 1862 1860 2222
Motilidade

Pd6s-descongelamento (%) 50 60 60 60
Motilidade apds 3 horas (%) 40 40 40 35
Pureza (%) 85 87 90 87
Resultado do exame

Bacteriologico (%) 0 0 0 0
Média do pH do ejaculado 6,6 6,6 6,7 6,9
Média de células mortas do

ejaculado 18 10 12 11
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As caracteristicas do sémen utilizado atendem aos padrbes de
normalidade para a espécie bovina, preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (HENRY & NEVES, 1998). A longevidade dos
espermatozoides de cada partida de sémen foi avaliada pelos testes de

termorresisténcia lento, de acordo com Vogler et al. (1991).
6.6 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical
Analysis System for Windows SAS® (SAS, 2001). Através do aplicativo
GUIDED DATA ANALISYS do SAS®, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias, sendo verificada
a necessidade de transformacgao dos dados (logaritmo na base 10 — Log+o X;
Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X?), de tal modo que esses atendam as
pressuposi¢cdes da analise de variancia.

As variaveis didmetro maximo do foliculo dominante, didmetro
maximo do foliculo ovulatério e momento da ovulagdo foram analisadas pelo
aplicativo PROC GLM do SAS® e as diferencas entre os tratamentos foram
avaliadas pelo teste Duncan. A dispersao das ovulagdes foi comparada pelo
teste de Bartlett (PROC SUMMARY NWAY do SAS®). As taxas de
concepgao/ovulacao foram analisadas como distribuicdo binomial por meio da
fungdo LOGIT do aplicativo PROC GENMOD do SAS®.

A chance de concep¢do com base nas variaveis classificatorias
(odds ratio) foi gerada por regressao logistica pelo PROC LOGISTIC dos SAS®

O nivel de significancia adotado para rejeitar HO (hipdtese de
nulidade) foi de 5%, isto é, para um nivel de significaAncia menor que 0,05
(p<0,05) foi considerado efeito das variaveis classificatérias e das suas
interacoes.

As variaveis classificatérias (independentes) consideradas no
modelo estatistico para verificagdo dos efeitos e interacbes foram: réplica,
categoria animal, escore corporal, partidas de sémen e numero de usos do

dispositivo de P4. As variaveis resposta (dependentes) analisadas de acordo
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com os procedimentos experimentais foram didmetro folicular, momento de

ovulacéo, taxa de ovulacio e taxa de concepcgao a IATF.
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7 RESULTADOS

Nao houve efeito significativo do indutor de ovulacdo no
desenvolvimento folicular final ou na taxa e ovulacdo. Em ambos os
tratamentos a taxa de ovulagdo foi superior a 90%. Conforme descrito na
Tabela 3, tanto o cipionato como o benzoato de estradiol foram eficientes em
induzir a ovulagdo. De modo similar, a associacao de cipionato de estradiol e

GnRH néao potencializou a taxa de ovulacao em vacas Nelore (Tabela 3).

Tabela 3. Didmetro do foliculo dominante na remogéo do dispositivo (D8),
didmetro maximo do foliculo dominante (FD) e ovulatério (FO), intervalo
retirada do dispositivo/ ovulacdo e taxa de ovulacdo em vacas Nelore (Bos
indicus) lactantes tratadas com diferentes indutores de ovulagcdo. Bacabal —
MA, 2012

Tratamento Valor de
BE CE CE+GnRH P

Numero de animais 13 13 13

Diametro do FD no D8 (mm) 10,3x0,5 10,2+0,4 10,4+0,4 0,97
Diametro maximo do FD (mm) 11,840,4 12,240,3  12,3+0,4 0,65
Didmetro maximo do FO (mm) 11,840,5 12,3+0,3 12,110,4 0,74
Intervalo retirada/ ovulagéo (h) 64,0+2,9 60,02,8 64,1+3,0 0,52
Taxa de ovulagao (%) 92,3 92,3 100,0 0,61

(12/13) (12/13) (13/13)

(P>0,05)
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Independentemente do tratamento, a maioria das ovulagbes ocorreu
entre 54 e 66 horas apo6s a remocao do dispositivo intravaginal de
progesterona, demonstrando uma média de 62,7 = 2,9 horas. Em relagao a
dispersao das ovulagdes, percebeu-se, também, que nao houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos (Figura 6).

70,0 66,7

H BE
60,0 -

CE

46,2

50,0 % CE+GnRH

w
L
w

40,0 -

30,0 -

Taxa de ovulagdo %

20,0 -

7,7 7,7

'/"/X 0,0 0,0 %

78h 90h

10,0 -

QAN

0,0 0,0 0,0

0,0
42h 54h 66

>

Horas ap6s a remocgao do dispositivo

FIGURA 6. Distribuicao das ovulagdes em horas apds a remocgao dos dispositivos intravaginais
de P4.

(P>0.05). Nao houve diferenca significativa entre a homogeneidade das varidncias para a variavel momento da
ovulacdo (Teste de Bartlett).

Em relacédo a taxa de concepcgao a IATF, ndo houve interagéo entre
variaveis classificatérias (réplica, categoria animal, escore corporal, partidas de
sémen e numero de usos do dispositivo de P4) demonstrando que as mesmas
nao interferiram na resposta aos tratamentos. Nao houve fator de risco

significativo para concepc¢ao a IATF com sémen sexado (Tabela 4).
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Tabela 4. Chance de concepgdao (P/IA%) com base nas variaveis
classificatérias em vacas Nelore (Bos indicus) inseminadas com sémen sexado
apoés tratamento com diferentes indutores de ovulagao. Parnarama e Lagoa do
Mato — MA, 2012

Variavel P/1A% (n/n) OR ajustada
(95% IC)’ P
Réplicas
1 39,0 (30/77) Referente” 0,99
2 38,9 (35/90) 0,99 (0,53 — 1,86)
3 39,3 (33/84) 1,01 (0,54 — 1,86)
4 40,9 (38/93) 1,08 (0,58 — 2,00)
Categoria Animal
Primiparas 38,5 (20/52) Referente” 0,86
Multiparas 39,7 (116/292) 1,05 (0,57- 1,93)
Escore Corporal
Baixo a Moderado (2,5 a 3,0) 43,3 (55/127) Referente” 0,27
Alto (>3,0) 37,3 (81/217) 0,78 (0,50 — 1,22)
Partidas de Sémen
A 46,5 (40/86) Referente” 0,21
B 42,9 (30/70) 0,86 (0,46 — 1,63)
C 41,5 (17/41) 0,81 (0,38 — 1,73)
D 33,33 (49/147) 0,57 (0,33 — 0,99)
Uso dos dispositivos
Novo 39,9 (73/183) Referente” 0,89
Reutilizado 8 dias 39,1 (63/161) 0,97 (0,63 — 1,49)

‘OR = odds ratio (raz&o de chance); IC = intervalo de confianga
Referente = Grupo de referéncia para razao de chance ajustada.
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Conforme apresentado na Tabela 5, também n&o foi observada
diferenca significativa entre indutores de ovulacdo na taxa de concepgcao com
sémen sexado em vacas Nelore (Bos indicus) lactantes (P=0,09).

TABELA 5. Taxa de concepcdo em vacas Nelore (Bos indicus) com sémen
sexado tratadas com diferentes indutores de ovulagcédo, Parnarama e Lagoa do
Mato — MA, 2012

Grupo Prenhes/ Total Taxa de Concepcao (%)
BE 39/114 34,2
CE 52/115 45,2
CE+GnRH 45/115 39,1

(P>0,05)
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8 DISCUSSAO

Diante dos resultados alcancados nos experimentos 1 e 2, a hipbtese
de que a associagao de dois indutores de ovulagao (cipionato de estradiol +
GnRH; CE+GnRH) proporcionaria maior sincronizacdo da ovulagdao e
consequente maior concepgao apos protocolo de IATF, foi rejeitada. A
administragdo unica do cipionato de estradiol (CE) ou o benzoato de estradiol
(BE) foi suficiente para induzir a ovulagdo sincronizada e obter taxas de
concepgao satisfatérias com a utilizagao de sémen sexado.

Os resultados aqui obtidos trazem uma nova informagdo a
comunidade cientifica, abrindo perspectivas futuras para realizagdo de novos
estudos envolvendo protocolos de sincronizacdo de estro/ovulagdo, pois até o
momento n&o foram encontradas pesquisas com a utilizagdo de CE como unico
indutor de ovulagao para IATF com sémen sexado.

A taxa de crescimento folicular e os didmetros foliculares aqui
observados foram similares quando utilizado BE ou CE isoladamente, ou CE
associado ao GnRH. Estes dados estdo de acordo com os achados de Crepaldi
(2009), Sales et al (2012) e Andrade (2012) que observaram diametro dos
foliculos ovulatérios de 13,3+0,6mm, 13,1£0,4 e 12,7+1,9mm respectivamente,
aplicando BE, e 14,3t0,4mm, 13,9+0,4mm e 13,3£2,3mm respectivamente,
empregando CE (P>0,05).

Por outro lado, Sa Filho et al. (2011b), utlizando implantes
auriculares de norgestomet em novilhas Nelore, observaram diferengas no
didmetro maximo de foliculos ovulatérios quando induziram ovulagdo com BE
(9,0£0,5mm), CE (8,6£0,4mm) ou GnRH (9,9+0,4) (P<0,0001), ambos
isoladamente .

Os resultados obtidos em nosso experimento também evidenciaram
que a maior parte de suas ovulagdes concentrou-se entre 54 e 66 horas apés a
retirada do dispositivo de P4, com percentual de 66,7% para CE e 41,7% para
BE ocorrendo neste intervalo. Ja para o grupo CE+GnRH, 46,7% das

ovulagdes ocorreram somente as 66 horas apos a retirada do dispositivo de P4.
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Em varios estudos, também foi possivel verificar que 0 momento da
ovulacdo ocorreu em média entre 54 e 66 horas apds a remoc¢ao do dispositivo,
com ovulagbes em menor proporcao, ocorrendo até 78 horas, com taxas de
ovulagéo em torno de 80 a 100% (CREPALDI, 2009; ANDRADE, 2012; SALES
et al., 2012).

Na literatura cientifica, ainda existe uma série de discussdes entre
autores sobre a eficiéncia do cipionato de estradiol na indugdo da ovulagao.
Dentre eles, podemos citar trabalhos de Reis et al. (2004) e Martins et al.
(2005), que observaram as ovulagbes aproximadamente 72 horas apods o
cipionato de estradiol, este administrado na retirada dos dispositivos de P4.
Estes mesmos autores relatam em seus respectivos estudos que o cipionato de
estradiol ndo seja tao eficiente para sincronizar as ovulagdes em animais que
foram tratados com progesterona, devido o mesmo proporcionar uma maior
dispersdo no momento das mesmas. Porém estes resultados sdo contraditorios
aos de Andrade (2012), Crepaldi et al. (2008), Colazo et al. (2003) e Sales et
al. (2012), que verificaram ovulagbes ocorrendo de forma sincronizada em
meédia de 66 a 78 horas apds a remocgao do dispositivo de P4, utilizando o BE e
CE, respectivamente.

Para tentar explicar as diferentes respostas entre os indutores de
ovulagdo, principalmente o cipionato de estradiol, Vynckier et al. (1990)
buscaram determinar o perfil da liberacdo de 17B-estradiol durante o estro
induzido com administragdo de 10 mg de BE e CE, no qual observaram que as
concentragdes plasmaticas de deste horménio variavam bastante entre 16 a 66
horas antes da ovulacédo e que o CE induziu um pico de 17B-estradiol menor,
além de ter surgido mais tardiamente, porém persistia por um intervalo maior
até retornar aos niveis basais, quando comparado ao BE.

Em nosso estudo, além destes, também foi utilizado o GnRH, porém
associado com o CE para induzir ovulagao, o qual ndo confirmou a hipétese de
que esta associagao poderia diminuir o intervalo interovulatério, sincronizando
melhor as ovulagées. Em estudo semelhante, Sa Filho et al. (2011a) também
nao observaram efeito positivo do GnRH na sincronizagdo da ovulagdo nem na

taxa de concepcédo com sémen convencional.
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Souza et al. (2009), tratou vacas leiteiras com CE ou GnRH e
concluiu que o didametro do foliculo dominante (13,6+0,4 vs. 14,7 £ 0,7; p=0,11),
momento da ovulagdo (70,2+2,9 vs. 72,9+2,1; p=0,70) e taxa de ovulagao (84,0
% vs. 79,2; p=0,81), ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre os
respectivos indutores de ovulagéo.

Em outro estudo, Souza et al. (2007) desta vez buscando verificar o
efeito da suplementacdo de 17B-estradiol antes da segunda aplicagdo do
GnRH em protocolo Ovsynch em vacas leiteiras concluiu que o mesmo
melhora significativamente a sincronizagdo do tamanho do foliculo ovulatério,
além de demonstrar que o estradiol € um fator limitante para fertilidade de
vacas que ovularam foliculos entre 15 a 19 mm, porém, ndo melhora a
fertilidade de vacas que tenham maior ou menor didmetro desse intervalo.

Lopes et al. (2000) obtiveram sucesso quando aplicaram o CE em
substituigdo do GnRH também em protocolos Ovsynch em gado de leite. Além
deste, Ambrose et al. (2001) verificaram que a administracdo de 0,5 mg de CE
no momento da retirada do CIDR® sincronizou a ovulagcao em novilhas da raca
holandesa que haviam recebido PGF2a 24 horas antes da remocgao do do
dispositivo.

Segundo Ferreira (2010) uma das limitagdes do GnRH €& que, apesar
de atuar em foliculos pré-ovulatérios, sincronizando a ovulagdo, este néao
consegue produzir um padrao liberatério de LH suficiente para que o foliculo
apos a lutedlise se desenvolva até atingir o estagio ovulatorio.

Uma série de eventos biolégicos tem sido observados em resposta a
ativacdo do receptor de GnRH no ovario (HILLENSJO e LEMAIRE, 1980).
Neste sentido, tem sido descrito que os agonistas de GnRH exercem diversas
acdes nas células da granulosa ao longo das diferentes fases do
desenvolvimento folicular.

Em um estudo de Takekida et al. (2003), o GnRH inibiu a atividade
proliferativa de células da granulosa imaturas em foliculos pequenos e médios,
aléem de comprometer a esteroidogénese e a concentragao de receptores de

gonadotrofinas nesta mesma classe de foliculos (HSUEH e JONES, 1981).
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Estes trabalhos, entre outros, sugerem que o efeito direto do agonista de GnRH
no ovario depende de sua responsividade ao LH (SINGH e KRISHNA, 2010).

Em particular, o GnRH somente exerce efeito estimulatério nos
foliculos pré-ovulatérios, induzindo maturagdo oocitaria (HILLENSJO e
LEMAIRE, 1980) e ruptura folicular (EKHOLM et al., 1981). Além disso, ha
grande variagdo individual na magnitude da liberagdo de LH, apds injecao de
deslorelina (PADULA et al., 2002). Por essas razdes, em nosso estudo decidiu-
se aplicar o cipionato de estradiol antes do GnRH, no intuito de proporcionar
melhor o desenvolvimento folicular até a ovulacao.

Em outros estudos, Sa Filho et al. (2011a) e Pancarci et al. (2002)
observaram que o ECP aumentou a ocorréncia de estros e a taxa de
concepcao a IATF, quando comparado a fémeas tratadas somente com GnRH.
O estradiol atua primariamente no hipotalamo estimulando comportamento
estral e secregdo de LH, e também em outros tecidos alvo, como ovarios e
utero (BLACHE et al., 1991; LANGHOUT et al., 1991; BINELLI et al., 2009).
Sugere-se ainda que o prime de estradiol atue na inducdo de receptores
endometriais de progesterona, melhorando a fertilidade (ZELINNSKI;
STORMSHAK, 1981).

Em trabalhos realizados anteriormente, como o de Pursley (1995), foi
constatado que a ovulagdo com a aplicagdo do GnRH ocorre em média 32
horas apds a administracdo. Este achado foi posteriormente confirmado por
estudos de Bodensteiner et al. (1996) (32,0+0,0), Barros et al. (2000)
(31,7+1,8) e Fernandes et al. (2001) (32,8+1,6h). Em nosso estudo a ovulagao
do tratamento CE+GnRH ocorreu as 64,1+ 3,0 horas apdés a retirada dos
dispositivos, portanto, em torno de 16 horas apds a aplicacdo de GnRH. E
provavel que esta variacao seja devida ao foliculo dominante ja estar sob efeito
do primeiro indutor de ovulagdo (CE). Isso mostra que a associagdo destes
indutores nao foi eficiente em melhorar a sincronizagao da ovulagao.

Ainda se tratando das diferentes respostas aos indutores de
ovulagao, Ambrose et al. (2005) com o objetivo de verificar a eficacia de GnRH,
pLH (LH suino) e do cipionato de estradiol em protocolo Ovsynch modificado,

observaram que o diametro do foliculo dominante e a taxa de ovulagdo nao
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apresentaram diferenga significativa, mas o momento da ovulagao diferiu
significativamente entre os respectivos tratamentos (572 vs 102° vs 662 horas;
P=0,03).

Alguns autores relataram que quanto maior for didmetro do foliculo
dominante no dia da retirada do dispositivo, aumenta consideravelmente a
probabilidade de prenhez em programas de IATF (PERRY et al., 2007,
MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2010; SA FILHO et al., 2012).
Ainda, como efeito adicional, considera-se que elevadas concentracbes
plasmaticas de progesterona durante a permanéncia dos dispositivos
interferem direta e negativamente no tamanho do foliculo dominante, limitando
seu crescimento (PERES et al., 2009).

Outros estudos dao suporte a esta afirmacao, pois verificaram que
altas concentragcdes de progesterona diminuem a capacidade ovulatoria do
foliculo dominante (COLAZO et al.,, 2008). Neste sentido, a diminuicdo da
concentragado circulante de progesterona para valores subluteais aumenta a
pulsatilidade de LH, que favorece o crescimento do foliculo dominante (SAVIO
et al.,1993).

Tanto em nosso estudo, quanto no realizado por Crepaldi (2009),
utilizou-se dispositivos intravaginais contendo 1g de progesterona (Sincrogest®
e DIB®, respectivamente) em vacas Nelore entre 60 e 90 dias pds-parto. Assim,
o provavel anestro puerperal (RUIZ-CORTEZ e OLIVERA-ANGEL, 1999),
associado a adequados niveis exogenos de progesterona, podem ter
contribuido decididamente para que o foliculo dominante se desenvolvesse, 0
que consequentemente possibilitou uma resposta ovulatéria étima (90-100%).

Para dar mais énfase a esta informacdo, Maio et al. (2008)
explicaram em sua pesquisa que dispositivos intravaginais, sejam eles novos
ou usados previamente por 8 ou 16 dias, sao eficazes na manutencédo das
concentragdes plasmaticas de P4 acima de 1ng/mL.

Com base nos dados do experimento 1, acerca da dinamica
ovariana, constatou-se que 83,4% dos animais do grupo CE ovularam entre 54
e 66 horas apos a remogao dos dispositivos, com média em torno de 60

(60,0+2,8) horas. Assim, pode-se inferir que este intervalo médio das ovulagdes
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ocorreu exatamente no momento das inseminagdes realizados no experimento
2, conferido indice de concepgdo de 45,2% (52/115) neste grupo. Os grupos
BE e CE+GnRH tiveram suas ovulagbes em torno de 4 horas mais tarde (em
média 64 horas). Diante desses resultados, podemos explicar o bom
desempenho do grupo CE na taxa de concepcédo, apesar de nao ter havido
diferenca significativa entre ambos os indutores (P=0,09).

Estes resultados consolidam as conclusdes de Neves (2010) que
obtiveram melhores resultados quando as fémeas foram inseminadas em
tempo fixo com sémen sexado em torno de 0 a 12 horas antes da ovulagao
(37,9%). Esta mesma pesquisa mostrou que, quando a IATF é realizada de
12,1 a 24 horas antes, a concepcgao reduz para 19,4% e, finalmente, aquelas
que ovularam apds 24 horas depois da IATF tiveram uma concepcao de
apenas 5,8%.

Em relagdo aos indutores de ovulagdo utilizados para IATF, uma
série de estudos tém sido abordados, convergindo-se opinides e consideragdes
técnicas acerca de seus efeitos sobre a dindmica ovariana e taxas de
concepgao em fémeas bovinas. No entanto, nas publicacbes atualmente
disponiveis é citado apenas o benzoato como éster de estradiol utilizado para
IATF com sémen sexado em Bos indicus (SA FILHO et al., 2012; NEVES,
2010; SALES et al., 2011; BARUSELLI et al., 2007)

Em nosso estudo, os tratamentos com CE ou BE proporcionaram
taxas de concepgao similares, com tendéncia estatistica de 11% em favor do
CE (P=0,09).

Outras pesquisas, porém com sémen convencional, mostram que
ndao ha diferenga significativa entre BE e CE tanto na resposta
folicular/ovulatéria quanto na taxa de concepcgao (SALES et al., 2012; AYRES
et al., 2006c). Ainda, ha estudos que apontam o uso de cipionato de estradiol
como uma estratégia pratica vantajosa, pois 0 mesmo pode administrado na
ocasido da remocdo do dispositivo, reduzindo o numero de manejos dos
animais e otimizando a mao de obra sem comprometer os indices reprodutivos
(ANDRADE, 2012; MELO et al., 2011)
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Ainda em nosso estudo, o GnRH em associacdo com CE nao
melhorou a concepg¢ao. Em outra pesquisa, Sa Filho et al. (2010b) avaliaram o
efeito da administracdo de GnRH no momento da deteccdo do estro de
novilhas Jersey inseminadas com sémen sexado, € mais uma vez concluiram
que nao houve efeito na concepgédo (GnRH = 47,2% vs. Controle = 51,2%;
P=0,38).

Comparando este estudo com outro similar realizado recentemente
por Sa Filho et al. (2011a), que trabalhou com os mesmos indutores de
ovulacdo e associagao de ambos, mas utilizando sémen convencional, o
mesmo obteve taxas de concepg¢do de 56,2% (CE), 52,9% (CE+GnRH) e
39,0% (GnRH), ndo havendo resposta aditiva do GnRH e demonstrando
também a necessidade de administrar fontes de estradiol para melhorar a
fertilidade de vacas Nelore, sobretudo no periodo pés-parto.

Contextualizando estas e outras pesquisas anteriormente citadas,
apesar de o GnRH potencializar o pico de LH, evitando atraso na ovulacio
(KAIM et al., 2003), os resultados, sobretudo em gado de corte tém, de modo
recorrente, mostrado que nao ha efeito de sua administracdo na concepcéao de
vacas ou novilhas (AMBROSE et al., 2005; AYRES et al., 2006a,b; PERRY e
PERRY, 2008; SOUZA et al., 2009). Ainda existem poucos estudos que
mostram sua importancia em fémeas Bos indicus (SA FILHO et al., 2010a),
exceto em fémeas leiteiras ou repetidoras de estro (KAIM et al., 2003; LEE et
al., 1983).

Segundo Hawk (1983) as concentragdes de estradiol no momento
da inseminagao sao determinantes para o sucesso do transporte espermatico e
equilibrio fisiolégico do ambiente uterino. Kieborz-Loos et al. (2003) ressaltam
que a produgao de prostaglandina F2a, mediada pela ocitocina e a
consequente lutedlise precoce, foram inibidas mais eficientemente pela
exposicao a progesterona, quando as fémeas foram pré tratadas com estradiol,
concluindo que o balango proporcionado pela associacdo de progesterona e
estradiol sdo determinantes do momento da liberacdo de PGF2a e lutedlise no

pos-parto.
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DISCUSSAQO

O avanco nos estudos da IATF com sémen sexado vem permitindo
diminuir as diferengas na taxa de concepcado com diferentes tipos de sémen
(convencional vs. sexado). Esta afirmacdo confronta estudos anteriores que
afirmam que a média da taxa de concepcao com sémen sexado alcanga cerca
de 80% do sucesso obtido com sémen convencional (DE JARNETTE et al.,
2008), sendo encontrados, em inseminagdo convencional percentuais de até
70% para novilhas e 83% para vacas (NORMAN et al.,, 2010). Na verdade,
estes resultados s&o diretamente dependentes do manejo de sincronizagao e
inseminagao adotados e, principalmente das caracteristicas fisioldgicas dos
touros doadores e das fémeas inseminadas. Nesta perspectiva, deve-se dar
atencdo especial aos fatores fisioldgicos que podem contribuir com esta
evolucdo nos resultados alcancados com sémen sexado. Entre os fatores
acima citados, encontram-se didmetro folicular ovulatério, ocorréncia de estro,
momento da inseminagdo (SA FILHO et al., 2011a), dose inseminante (DE
JARNETTE et al., 2008), nimero de inseminagdes (SA FILHO et al., 2010),
caracteristicas individuais e raca do touro, bem como o cromossomo do
espermatozoide depositado (X vs Y; BARUSELLI et al., 2007).

Para estudar outros fatores que interferem na chance de concepgéao
com de sémen sexado, no presente estudo avaliou-se o numero de usos do
dispositivo (dispositivo novo ou previamente utilizado por 8 dias), sendo que
nao houve diferenga significativa. Também nao houve efeito da categoria
reprodutiva (multiparas vs. primiparas; P>0,05). Melo et al. (2012) também n&o
observaram efeito do numero de usos do dispositivo sobre a concepg¢ao com
sémen convencional em Bos indicus e cruzas. No entanto, diferentemente do
nosso estudo, verificou-se que vacas multiparas apresentaram maior taxa de
concepgao do que primiparas e nuliparas (P<0,0002).

Finalmente, em nossa pesquisa, assim como em outros trabalhos
utilizando sémen sexado (SA FILHO et al., 2012) ou convencional (CREPALDI
2009; SALES et al., 2012 e SA FILHO et al., 2011b), conclui-se que eventuais
variagdes no diametro folicular ou no momento da ovulagao, nao interferiram na
taxa de concepcédo a IATF, quando se utilizou BE, CE ou CE+GnRH como

indutores de ovulagcdo em fémeas Bos indicus.
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CONCLUSAQ

9 CONCLUSAO

A associagao de cipionato de estradiol com GnRH n&o influenciou a
dindmica folicular nem a taxa de concepcdo em vacas Nelore (Bos indicus)
lactantes submetidas a IATF com sémen sexado, podendo se utilizar benzoato

ou cipionato de estradiol como indutores.
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