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Avaliacao do local de deposicao do sémen sexado na producao in vivo de
embrides da raca Nelore

Autora: Naia de Britto e Alves
Orientador: Prof. Dr. Fernando Andrade Souza

RESUMO

Objetivou-se com estudo verificar se o local de deposicdo do sémen sexado
influencia na quantidade e qualidade embrionaria de vacas Nelore
superovuladas. Foram utilizadas 12 fémeas ciclando, submetidas ao protocolo
de SOV, IATF e coleta de embrides. As fémeas receberam um dispositivo
intravaginal de progesterona (1,99) e 2 mg de benzoato de estradiol em dia
aleat6rio do ciclo estral, DO (07h). A superestimulacao foi induzida com 133 mg
de FSH-p em 8 doses decrescentes a cada 12h, a partir do D4. No D6, foram
administradas duas doses (07 e 19h) de 25 mg de PGF2a. Os dispositivos de
P4 foram retirados 36h apds a primeira dose de PGF2a e foi administrado 0,25
mg de Gonadorelina, 48h apds a primeira dose de PGF2a. A IATF foi realizada
18 e 30h apds a administracdo da Gonadorelina, com duas palhetas com
concentracdo de 2,1x10° de espermatozoides cada, sendo a coleta dos
embrides realizada sete dias ap6s a aplicacdo da gonadorelina. Foram feitas
duas repeticoes, em delineamento cross over, de acordo com o local de
deposicao do sémen, corpo ou corno uterino. Foram quantificados 5,2 + 2,38 e
5,5 + 1,87 foliculos, com diametro médio de 5,37 £ 1,73 e 5,08 + 1,89mm, nos
grupos corpo e corno, respectivamente, no inicio da superestimulagédo. No final
do tratamento superestimulatério foram quantificados 12,00 £ 2,95 e 12,25 %
4,37 foliculos, de didmetro médio de 8,64 £ 2,46 e 8,73 £ 2,42mm, n0OS grupos
corpo e corno, respectivamente. Observou-se que 66,7% (8/12) dos animais
apresentavam CLs no dia da IATF, sendo quatro pertencentes ao grupo corpo
e quatro ao grupo corno. O grupo corpo apresentou taxa de recuperacao
embrionaria de 41,07% (23/56) e o grupo corno apresentou taxa de 35,71%
(15/42). Foi observada diminuicdo da taxa de recuperacédo entre repeticdes,
obtendo-se 44,26% (27/61) na primeira repeticdo enquanto que na segunda
obteve-se 29,72% (11/37). Recuperou-se 52,17% (12/23) de embrides viaveis
para o grupo corpo e 60% (9/15) para o grupo corno. Conclui-se que nao houve
diferenca na quantidade ou qualidade dos embrides recuperados quanto ao
local de deposicdo do sémen sexado no momento da IATF.

Palavras-chave: Bos indicus. Embrides. Superovulagao.



Evaluation of sexed semen deposition site on the in vivo embryo
production of Nelore breed

Author: Naia de Britto e Alves
Advisor: Prof. Dr. Fernando Andrade Souza

ABSTRACT

This study’s aim was to verify if the site of sexed semen deposition influences
the quantity and quality of embryos from superovulated Nelore cows. Twelve
females of proved ciclicity were used and went through SOV, FTAI and embryo
collection protocols. The females received an intravaginal progesterone-
releasing insert and 2 mg of estradiol benzoate at a random day of the estrous
cycle, day 0 (07h). Superstimulation was induced with 133 mg of FSH-p in 8
decreasing doses at every 12h, beginning at D4. At D6, two 25 mg shots of
PGF2a were administered (07 and 19h). The progesterone devices were
removed 36h after the first PGF2a shot, and a shot of 0.25 mg of gonadorelin
was given 48h after the first PGF2a shot. FTAI was performed at 18 and 30h
after the gonadorelin shot, with two straws each one containing 2,1x10° sperm
cells, and the embryo collection was done seven days after the gonadorelin
shot. Two repetitions were done, in a cross over design, according to semen
deposition site, body or uterine horns. At the beginning of the superstimulatory
treatment, 5.2 £ 2.38 and 5.5 = 1.87 follicles were identified, with mean
diameter of 5.37 + 1.73 and 5.08 + 1.89mm, for the groups inseminated in the
uterine body and horns, respectively. At the end of the treatment, 12.00 £ 2.95
and 12.25 + 4.37 follicles were identified, with mean diameter of 8.64 + 2.46 and
8.73 = 2.42mm, for the groups inseminated in the uterine body and horns,
respectively. It was noted that 66.7% (8/12) of the animals had CLs at the day
of FTAI, presenting four animals in each group. The group inseminated in the
uterine body had embryo recovery rate of 41.07% (23/56) and the group
inseminated in the uterine horns had 35.71% (15/42). It was seen a decrease in
the embryo recovery rate between repetitions, where the first repetition
achieved 44.26% (27/61) while the second showed embryo recovery rate of
29.72% (11/37). Yielded 52.17% (12/23) of viable embryos for the group
inseminated in the uterine body and 60% (9/15) for the group inseminated in the
uterine horns. It was concluded that there wasn’t differences at quantity or
quality of recovered embryos according to the sexed semen deposition site at
the time of FTAI.

Key words: Bos indicus. Embryos. Superovulation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se no cenario mundial da bovinocultura, com o segundo
maior rebanho efetivo, com mais de 211.000.000 de cabecas (IBGE, 2013)
estando o estado do Maranhdo com efetivo atual de cerca de 6.979.844
(AGED-MA, 2010). Além disso, desde 2004, o Brasil assumiu a lideranga nas
exportagées, com um quinto da carne comercializada internacionalmente e
vendas em mais de 180 paises (MAPA, 2013). Assim, ha permanente busca
por técnicas para melhorias na produtividade do rebanho (THOMAZI et al.,
2009).

As Dbiotécnicas aplicadas a reproducdo tém  contribuido
significativamente no aumento da producao animal. O controle do ciclo estral,
associado a inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF) e a transferéncia de
embrides (TE) influenciam o aumento da produtividade dos rebanhos, algo que
cresceu aceleradamente nas ultimas décadas (GONCALVES et al., 2008).

Como complemento a IATF, o uso do sémen sexado de bovinos tem
crescido, juntamente com sua aceitacdo no mercado. O controle do sexo no
nascimento permite um maior avango genético e melhor produtividade (RATH
et al., 2003). Como a disponibilidade deste tipo de sémen é baixa e de alto
custo, tem-se grande interesse no uso associado a ovulagées multiplas —
superovulacao (SOV), programas de TE e producao in vitro (JOHNSON, 2000).

O melhor indicativo do sucesso do uso do sémen sexado em programas
de superovulacdo é o numero de bezerros nascidos do sexo desejado por
doadora. Porém, ha fatores que podem influenciar o resultado da SOV, tais
como: qualidade, quantidade, pureza e potencial da fertilidade espermatica;
resposta ovulatéria das doadoras; taxa de fecundacao do odcito, recuperacao e
viabilidade embrionaria; manejo das fémeas; idade e paridade das doadoras;
época do ano; intervalo entre partos; estddio do ciclo estral em que o
tratamento superovulatério comeca; dose de FSH (hormdnio foliculo

estimulante); numero e hora da inseminacao artificial (IA); experiéncia do

15



inseminador e local de deposicdo do sémen (corno ou corpo uterino)
(SARTORI et al., 2004; SCHENK et al., 2006).

A imprevisibilidade na resposta superestimulatéria, na taxa de ovulacao
e na alta proporcdo de embrides nao transferiveis resultantes da falha na
fecundacao e da degeneracado dos embrides no trato reprodutivo das doadoras
antes da coleta resultam no alto custo de producdao de embrides bovinos nos
métodos usados atualmente em programas de TE.

Outros fatores como qualidade oocitaria, falha no transporte
espermatico, capacitacdo, sobrevivéncia e/ou danos causados durante o
processo de sexagem, podem ser responsaveis pela alta taxa de falha na
fecundacdo em animais superovulados. Entretanto, algumas evidéncias
apontam para a falta de sémen no local da fecundacdo como a causa mais
frequente na falha de fecundacao (SCHENK et al., 2006).

Apesar de se obter menores taxas de embrides com o0 uso do sémen
sexado, a eficacia deste no produto final ainda € melhor. Pois 0 menor nimero
de embrides do sexo desejado, compensa a perda de aproximadamente 50%
dos embrides do sexo nao desejado, obtidos com o uso do sémen congelado
convencional (HAYAKAWA et al., 2009).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dinamica folicular ovariana

A dindmica folicular ovariana representa um dos aspectos mais
importantes da fisiologia ovariana, sendo intensamente estudada em ragas
taurinas (SAVIO et al.,, 1988; SIROIS & FORTUNE, 1988; BADINGA et al.,
1994). O numero de trabalhos com racas zebuinas (Bos indicus) e seus
mesticos é, contudo, reduzido, particularmente nas racas de maior importancia
para a pecuaria nacional (FIGUEIREDO et al., 1997; GAMBINI et al., 1998).

16



A partir do conhecimento da dinamica folicular ovariana, tornou-se
possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o
crescimento folicular e 0 momento da ovulacéo, de forma a viabilizar a IATF em
taurinos (PURSLEY et al., 1995) e zebuinos (FERNANDES et al., 2001). De
forma similar, o desenvolvimento folicular e 0 momento da ovulagcao podem ser
controlados  farmacologicamente, para  melhorar o0s  tratamentos
superovulatérios empregados na TE (NOGUEIRA et al., 2002).

A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e
atresia dos foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade
e continua na vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al., 2001).

A onda de crescimento folicular é representada pelo crescimento de
diversos foliculos antrais, seguidos pela selecao de um foliculo dominante e
regressdo de todos os subordinados. Na auséncia da regressao luteal,
eventualmente o foliculo dominante regride para dar inicio a uma nova onda
folicular (MARTINEZ et al., 2004).

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em padrao de ondas. Bos
taurus apresentam, normalmente, duas (PIERSON & GINTHER, 1988) ou trés
(SIROIS & FORTUNE, 1988) ondas foliculares por ciclo. Contudo, em zebuinos
existem relatos que descrevem maior incidéncia de trés ondas, sendo
notificada a presenca de até quatro ondas de crescimento folicular por ciclo
estral (VIANA et al., 2000). De acordo com Taylor & Rajamahendran (1991) o
namero de ondas pode ser influenciado pela duracdo da fase luteinica e dessa
forma o tratamento com progestagenos exdgenos pode aumentar o nimero de
ondas foliculares e a duracéo do ciclo estral.

Em varias espécies domeésticas, os foliculos antrais sao recrutados,
guando estdo em torno de 3 a 4 mm e crescem, simultaneamente, por cerca de
trés dias, em uma onda folicular sob o controle das gonadotropinas (FORTUNE
et al., 2001; GINTHER et al., 2003). Uma elevacao nas concentragdes
plasmaticas de FSH estimulam o recrutamento e a emergéncia da onda
folicular (FORTUNE, 1994). Em bovinos, a concentracdo méaxima de FSH se da
quando o maior foliculo da onda possui diametro préximo a 5 mm.

Posteriormente, essas concentracbes caem para niveis basais (ADAMS et al.,
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1992), através do aumento nas concentracbes plasmaticas de estradiol que,
por sua vez, ocasiona uma reducao nas concentracées de FSH (GREGORY et
al., 2009).

Em espécies monovulatérias, como a bovina, um foliculo é selecionado
do grupo de recrutados e adquire capacidade ovulatoria, enquanto os demais
foliculos, classificados como subordinados entram em atresia (GONG et al.,
1996; GINTHER et al., 2001).

O foliculo dominante possui didametro equivalente ao dos subordinados
no dia da emergéncia (recrutamento da onda) e, gradualmente, divergem em
tamanho por volta do quarto dia p6s-recrutamento, quando acontece a selecao
folicular (GINTHER, 2000).

A acdo do FSH sobre o crescimento folicular ocorre devido ao
desencadeamento de uma cadeia de reacbes provocadas a partir da sua
ligacdo com receptores localizados nas células da granulosa do ovario das
fémeas. Estes receptores de FSH estdo presentes em foliculos bem jovens
com apenas uma camada de células da granulosa e, a medida que os foliculos
crescem e aumentam as camadas de células cumulus oophurus (CO), os
receptores de FSH também aumentam em quantidade e na sua capacidade de
ligacdo ao ligante, até o foliculo atingir o estagio pré-ovulatério. Alguns estudos
in vitro mostraram que o tratamento com FSH amplifica a expressédo de seus
préprios receptores (SIMONI et al., 1997).

A selecéao folicular é regulada pela flutuacdo nos niveis de FSH, que
declina em torno de 2 a 3 dias apds o recrutamento, esse mecanismo ocorre
pela retroalimentacdo negativa da inibina (FORTUNE et al., 2004). Na
supressao final de FSH, apenas um foliculo mantém crescimento continuo,
devido aos receptores para LH (horménio luteinizante) presentes nas células
da granulosa (FIGUEIREDO et al., 2000; GINTHER et al., 2001), o qual passa
a ser chamado de dominante.

Em bovinos, os foliculos podem atingir o diametro de 8mm,
independentemente do suporte do LH, mas o crescimento além de 9mm requer

LH enddgeno ou FSH exdégeno (GONG et al., 1996). Portanto, os foliculos sao
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considerados dependentes de FSH até a ocorréncia da dominéncia, apds o que
eles se tornam dependentes de LH (FORTUNE et al., 2001).

O foliculo selecionado passa a exercer dominancia sobre os demais
foliculos, suprimindo o crescimento dos mesmos e inibindo o recrutamento de
um novo grupo de foliculos, fase de dominancia (HODGEN, 1982). A inibicdo
do foliculo dominante realiza-se de forma passiva pela reducdo da
concentragdo do FSH e de forma ativa, reduzindo o nimero de receptores ao
hormonio nos foliculos subordinados. Dessa forma, os horménios estradiol e
inibina, produzidos pelas células da granulosa do foliculo dominante, reduzem
a liberagdo de FSH a concentracbes muito baixas, insuficiente para manter o
desenvolvimento dos foliculos subordinados. Porém, suficientes para manter o
crescimento do foliculo dominante (ALVES et al., 2002), devido o mesmo
possuir aumento da proteina plasmatica associada a prenhez do tipo A (PAPP-
A) a qual favorece o aumento das concentragées do fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo | (IGF-I) livre no fluido folicular (MAZERBOURG
et al.,, 2001; FORTUNE et al.,, 2004). Pois, este aumento favorece o
desenvolvimento dos receptores para LH nas células da granulosa,
favorecendo a esteroidogénese folicular (GLISTER et al., 2001; FORTUNE et
al., 2004).

Apos a fase de divergéncia da onda folicular e o estabelecimento da
dominéncia, os niveis de FSH sao criticamente importantes ao foliculo
dominante, pois alguns estudos demonstraram interrupgéo de seu crescimento
em situacoes de supressao do mesmo (BERGFELT et al., 2000).

Quando na presenca de altos niveis de progesterona (P4), que promove
a reducao da frequéncia na pulsatilidade do LH, o foliculo dominante torna-se
anovulatério (GINTHER et al., 1989). A maioria desses foliculos vai se
degenerar no processo conhecido por atresia folicular, enquanto que apenas
uma minoria vai completar sua maturacao e ovular (GONCALVES et al., 2008).

Ainda assim, existem outros fatores importantes que resultam na
ovulacao, como a regressdo do CL, a consequente queda do nivel de P4 e

aumento da pulsatilidade de LH. Se os niveis de P4 cairem, enquanto o foliculo
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estiver na fase de dominancia, acontecera a ovulagdo. Caso contrario, ha a
regressao e a ocorréncia de uma nova onda folicular (JUNIOR, 2006).

A ovulagdo é ruptura da parede folicular, induzida pelo pico pré-
ovulatério de LH, que ocorre juntamente a uma onda de FSH (KANEKO et al.,
1991; CAVALIERI et al., 1997; MIHM, 2002). Esta mudanca favorece a
liberacdo do Oxido nitrico que promove a dilatacdo dos vasos ovarianos
(HATTORI & TABATA, 2006) favorecendo a liberacdo de prostaglandinas
(PGFs) e metaloproteinases, as quais serao responsaveis pelo rompimento da
parede folicular (BASTOS et al., 2013).

Apo6s o pico de LH e a ovulacdo, as células foliculares se tornam
luteinicas e a presenca dos receptores de FSH diminui drasticamente.
Variacbes nas concentracbes de FSH sdo observadas durante as fases,
folicular e luteinica, do ciclo estral e em intervalos periddicos regulados pelo 17-
B estradiol e inibina (MIZUTA, 2003). Ap6és a ovulagdo, as células que
permanecem no foliculo rompido proliferam e formam o CL, cuja funcédo nesse
caso, domina o ciclo do dia 4 até o dia 17, aproximadamente (BALL &
PETERS, 2006).

2.2 Superovulacao

Denomina-se SOV o aumento do numero fisiolégico de ovulacdes
préprias da espécie, provocada mediante a administracdo de gonadotropinas.
No bovino, considera-se que houve resposta ao tratamento quando se tem
mais de duas ovulacées (CABODEVILA & TORQUATRI, 2001).

A SOV em bovinos tornou-se uma técnica de grande serventia para o
aprimoramento do rebanho brasileiro, uma vez que essa técnica aumenta o
namero de embrides por coleta, obtendo mais prenhezes em menor tempo
(OLIVEIRA et al., 2007).

O controle farmacolégico do ciclo estral e da ovulacdo de vacas
zebuinas depende primeiramente do seu comportamento fisiologico

reprodutivo, o qual esta ligado diretamente com o seu estado nutricional e
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condigdo reprodutiva. Nesse mesmo sentido, as interagdes e funcdes de
hormonios utilizados para esse fim requerem compreensao e analise do seu
funcionamento fisiol6gico (FONSECA et al., 2001).

Tratamentos a base de estrégeno (E2) e P4 em estagios variados do
ciclo suprimem a liberacdo de FSH, e, consequentemente, o desenvolvimento
folicular (BO et al., 1994). Uma nova onda folicular acontece quatro dias apés o
tratamento (BO et al., 2002), quando se deve comecar o tratamento
superovulatério para obter melhores resultados (NASSER et al., 1993).

Inimeros tratamentos hormonais para induzir ovulagées multiplas foram
propostos. Entre os agentes superovulatérios testados destacam-se a
gonadotropina coribnica equina (eCG ou PMSG) administrada isoladamente
(BOLAND et al., 1978) ou associada a soro anti-PMSG (GONZALEZ et al.,
1994) e o FSH proveniente de extrato de pituitarias de suinos, ovinos e equinos
(DONALDSON, 1989) ou ainda, FSH recombinante bovino (WILSON et al.,
1993).

Para o sucesso da superovulacdo € necessario a auséncia do foliculo
dominante, podendo este ser retirado de forma mecanica (BERGFELT et al.,
1997) ou farmacoldgica, sendo o uso de dispositivos intravaginais a base de P4
(CIDR-B® ou DIB®) e a aplicacdo concomitante de estrégenos (estradiol 17-B
ou benzoato de estradiol) uma das aplicacées mais praticas (BO et al., 1995).
Esta pratica promove a atresia folicular e inicio de uma nova onda folicular
entre 4 e 5 dias ap6s o inicio do tratamento, quando se deve iniciar o
tratamento superestimulatério com o FSH (BO et al., 2003), podendo também
ser iniciado no dia 10 + 1 do ciclo estral, contando o dia da ovulagdo como DO
(SCHENK et al., 2006).

Tratamentos com FSH no inicio do desenvolvimento folicular
estimulam muitos foliculos a obterem didametro de dominancia (ADAMS et al.,
1994), sendo a base dos protocolos de superovulacao com FSH para coleta de
embrides (RENESTO, 2004).

Um dos protocolos de sincronizagdo para IATF utiliza duas aplicacbes
de PGF2a (prostaglandina F2 a — PGF; manha e tarde) no dia seis do protocolo

(D6), com a remogao do implante de P4 24 horas apds a primeira dose de
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PGF2a, administrando-se o indutor de ovulacdo 48 horas apds a retirada do
implante, com a realizagao da IA apds 24 horas, contando como DO o dia da
implantagcao do progestageno (CHIARI et al., 2005).

Caso haja a presenca de um foliculo dominante no inicio do tratamento
superovulatério, ocorre a supressao do crescimento de foliculos menores nao
dominantes, reduzindo as taxas de ovulacdo e recuperacao de embrides,
quando comparado a tratamentos com gonadotropinas iniciados na auséncia
de um foliculo dominante (BARROS & NOGUEIRA, 2004).

Uma explicacdo para a baixa resposta superovulatéria € a assincronia
existente entre a maturacao citoplasmatica e nuclear nos o6citos de vacas sob
um tratamento de superovulacdo (assincronia intrafolicular), bem como de
perfis esteroidogénicos anémalos nos foliculos dessas doadoras, no periodo
pré-ovulatério, o que prejudicaria o transporte espermatico e a maturagao
oocitaria (HYTTEL et al., 1991).

Outra explicacao para a variabilidade na resposta superovulatoria das
doadoras, é o fato de que 20 a 30% destas nao respondem ao tratamento,
consequentemente, ndo produzem embrides e fazem com que a resposta final
seja baixa (MARTINS et al., 2005; BARUSELLI et al., 2006).

Em um estudo realizado por Baruselli et al (2003), foi indicado que é
possivel reduzir a dose de FSH (Folltropin-V®) de 400 para 100mg para gado
zebu Nelore em programas de superovulagdo com IATF, sem
comprometimento da resposta superovulatoria e qualidade embrionaria.

A utilizacdo do FSH como agente indutor de superovulacdo tem sido
extensivamente estudada, consequentemente, ja foi testado o uso de
diferentes concentracées (GONZALEZ et al., 1990; SAUNDERS et al., 1990) e
vias de administracdo (TRIBULO et al.,, 1993), a eficiéncia de produtos
comerciais das mais variadas marcas e procedéncias (DONALDSON, 1995) e
as variacoes na relagdo FSH:LH entre preparados comerciais (DONALDSON,
1990). Nestes trabalhos ficaram caracterizadas as variacées de poténcia do
FSH (BRAILEANU et al., 1998) e da relacao FSH:LH existente entre diferentes

produtos comerciais e dentro de um mesmo produto.
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O Folltropin® é um produto amplamente utilizado no Brasil para o
tratamento superovulatério. Este produto € composto de FSH purificado (84%
FSH:16%LH), extraido de pituitarias (hipdfises) de suinos abatidos para
alimentagdo humana (BOLETIM TECNICO TECNOPEC). Sua principal
atividade é estimular o crescimento folicular nos ovarios agindo em receptores
especificos.

No entanto, ha fatores que influenciam a superovulacao, dentre eles, a
administragcdo do horménio, a dose, o estado nutricional do animal, o historico
reprodutivo, a idade, a estacdo do ano, o efeito de repetidas superovulacdes e
a raca. Pesquisas mais recentes na area da fisiologia e endocrinologia da
reproducdo, envolvendo varios aspectos da dindmica folicular em bovinos,
mostraram que o estadio de desenvolvimento folicular no inicio do tratamento
hormonal é um dos principais fatores responsaveis pela variacdo na resposta
superovulatéria (REICHENBACH et al, 2008).

2.3 Uso do sémen sexado na IATF

A inducado do estro e a sincronizacao da ovulacédo para o uso da IATF
sdo alternativas descritas para a busca de aumento da produtividade em
sistemas de producao de bovinos de corte (MADUREIRA & PIMENTEL, 2005).

Como vantagens da IATF tém-se a utilizagdo de sémen de touros com
superioridade genética comprovada (PEGORER et al., 2011); a concentracao
de animais em estro em curto espaco de tempo; a reducdao do periodo de
paricdo; a padronizacdo do nascimento de bezerros; o aumento do peso a
desmama e o aumento da probabilidade de reconcepcdo na estacao
subsequente (SA FILHO et al., 2009).

A determinacao do sexo na pré-concepc¢ao é o método de melhor custo-
beneficio para alcancar o resultado desejado. Para tanto, € utilizada a
separacdo dos cromossomos X e Y presentes nas células espermaticas para
melhores resultados nas técnicas de IATF, fertilizacdo in vitro (FIV) e TE
(JOHNSON, 2000).
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Para otimizar o uso do sémen sexado, um produto vulneravel e de alto
custo, tém-se interesse na combinacdo deste com programas de ovulagdes
multiplas e TE (SCHENK et al., 2006).

A sexagem espermatica € possivel devido as diferengas no conteddo do
DNA das células espermaticas, o espermatozoide X tem cerca de 4% mais
material genético que o espermatozoide Y. A separacao é feita com o uso do
citbmetro de fluxo, sendo que a forma e a area da cabeca dos espermatozoides
bovinos facilitam a sua separag¢ao. Nos ultimos 10 anos ocorreram mudancas
que proporcionaram melhorias no processo de separacao dos gametas X e Y
(GARNER, 2006).

Espermatozoides danificados ou mortos sdo primeiramente identificados
pela entrada do corante impermeavel a membrana, iodeto de propidio (IP)
(JOHNSON et al., 1994). Assim, gametas danificados séo identificados e
descartados juntamente com as células que ndo apresentam resposta
apropriada (GARNER, 2006).

Deve-se levar em consideracdo a susceptibilidade dos gametas aos
riscos existentes no processo de sexagem, tais como: coloracdo, exposicao a
lasers, alta diluicdo, pressao elevada e as diversas mudancas de composicao
dos meios utilizados (MAXWELL et al., 1998). Por ser um procedimento
altamente invasivo, sabe-se que tem efeitos deletérios na viabilidade e
qualidade espermatica (JOHNSON et al.,, 1989), podendo comprometer as
taxas de concepcgao (SCHENK et al., 1999; SEIDEL Jr. et al., 1999).

A sobrevivéncia dos gametas sexados é de extrema importancia, devido
ao seu alto custo de producgdo. Portanto, quando grandes quantidades desse
gameta mantém seu potencial fértil apds a sexagem e armazenamento, menos
espermatozoides precisam ser sexados para cada dose, sendo entdo a
criopreservacao e o armazenamento pontos cruciais para o sucesso do sémen
sexado (GARNER, 2006).

Apesar do processo de sexagem eliminar células espermaticas mortas
ou danificadas de bovinos, as células sobreviventes tendem a degenerar mais
rapido do que células que nao passaram por esse processo (RATH et al.,
2003).

24



A inseminacdo com sémen sexado, quando comparada a de sémen
convencional, pode nao ser compativel com o mesmo intervalo entre
inseminacao e estro (SALES et al.,, 2011) por diversos fatores, tais como:
tempo de vida potencialmente reduzido no trato genital da fémea
(DeJARNETTE et al., 2008), menor numero de espermatozoides por palheta
(MAXWELL et al., 2004) e a possivel pré-capacitacao induzida pelo processo
de sexagem (LU & SEIDEL Jr, 2004).

Diversos estudos encontraram taxas de fertilidade razoaveis, utilizando
sémen bovino sexado com o corante Hoechst 33342 (MORRELL & DRESSER,
1989; SEIDEL Jr. et al, 1999; SEIDEL Jr. & GARNER, 2002), nao
demonstrando variacdo para duracdo da gestacdo, peso ao nascimento,
distocias, peso a desmama, taxa de aborto e taxa de mortalidade — neonatal e
até o desmame (TUBMAN et al., 2004). Indicadores de danos aos
espermatozoides sexados podem ser vistos em menores taxas de concepcao
(SEIDEL Jr. et al., 1999; SEIDEL Jr. & SCHENK, 2002).

Acredita-se que a inseminagdo com a maior concentragcdo de sémen
sexado em novilhas superovuladas, na forma de mudltiplas inseminagoes,
poderia prevenir, provavelmente, a perda retrégrada e permitir maior reserva
espermatica no local da fecundacdo. Resultando em uma maior taxa de
fecundacao e recuperacao de embrides transferiveis, taxas comparaveis as de
inseminacdes controle com sémen congelado tradicional (SCHENK et al.,
20086).

Neste mesmo estudo foi relatado que a dose de sémen sexado utilizado
nao afetou o numero de embrides transferiveis recuperados, tanto com
multiplas insemina¢gdes ou com inseminagdo Unica; embora a taxa de
recuperacao tenha sido diferente entre experimentos, sendo a menor taxa nos
grupos de sémen sexado. Uma possivel explicacdo da adequada reserva
espermatica, em inseminacdes de baixa dose, foram as multiplas
inseminacdes, acarretando taxas de fecundacao préxima ao grupo de dose
convencional.

No estudo de Sartori et al (2004) nao foi encontrado diferenca
estatistica, entre os grupos de inseminagdo Unica (20 x 10° sptz/mL) ou
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inseminagdes multiplas (duas doses de 10 x 10° sptz/mL) de sémen sexado,
para as seguintes variaveis: estruturas fecundadas/lavado, embrides
viaveis/lavado e percentual de embrides degenerados/lavado. Entretanto, todas
essas variaveis estudadas apresentaram diferenca significativa ao serem
comparadas ao grupo de inseminacdo dupla (12 e 24h) de sémen
convencional, sendo este com os melhores resultados.

Larson et al (2010) relataram maior taxa de embrides transferiveis
utilizando-se sémen congelado convencional, também observado por Schenck
et al (2006). Estes também relataram maior taxa de fecundagdo dos odcitos,
sem diferenca entre as duas doses de sémen sexado ou sexado X e Y.

Segundo Hayakawa et al (2009) ndao houve diferenca no nimero de
oocitos e embrides recuperados, numero e taxa de embrides transferiveis,
embrides degenerados, oécitos ndo fecundados e embrides grau 1 entre os
grupos de sémen congelado tradicional e sexado. Contudo, o numero de
embrides transferiveis foi menor e o percentual de oécitos nao fecundados foi
maior no grupo de sémen sexado, também observado no estudo de Larson et
al (2010), em que nao houve diferenca na porcentagem de embrides
degenerados entre grupos de sémen sexado e congelado convencional. Estes
pesquisadores também encontraram uma maior quantidade de od6citos nao
fecundados no grupo de sémen sexado.

Em um estudo que comparou a quantidade e a qualidade dos embrides
de vacas da raga Angus (Bos taurus) recuperados entre repeticoes, com
intervalo de 30 dias, foi visto que nao houve diferenca entre periodos, embora
ambos tenham mostrado maior tendéncia na quantidade e melhor qualidade na
primeira repeticdo (LARSON et al., 2010).

Baseados no exame ultrassonogréafico realizado no dia da coleta
embrionaria, relatou-se que a taxa de recuperacao foi de 74%, sendo similar
entre os grupos. Contudo, o grupo de sémen congelado convencional obteve
maior niumero de embrides grau 1 e ndo houve diferenca no numero de

embrides degenerados, grau 2 ou 3 entre os grupos (LARSON et al., 2010).
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2.4 Local da deposicao do sémen

Atualmente a IA em bovinos é realizada no corpo uterino, com o auxilio
de um equipamento de aco inoxidavel, feito por Cassou (NOAKES et al., 2001).
E um tubo rigido, o que facilita a passagem pela cérvix, e usualmente é coberto
por uma bainha plastica para minimizar a transmissado de agentes infecciosos.
Com este dispositivo, a deposicao do sémen é feita no corpo uterino da vaca, e
torna possivel o alcance de uma taxa de concepcao aceitavel, utilizando uma
dose de sémen congelado de concentragéo relativamente baixa, 10-15 milhdes
(DEN DAAS et al., 1998).

Estudos indicam que a reduzida taxa de concepcédo de inseminacoes
com baixa concentracdo pode ser evitada pela deposicdo do sémen mais
préximo ao local de fecundagdo (DALTON et al., 1999; HUNTER, 2001), ou
seja, com a deposicdo do sémen mais proxima ao oviduto, como acontece com
sémen sexado ou espermatozoides cujo DNA tenham sido modificados por
tratamentos especificos (GANDOLFI, 2000).

A deposicao do sémen proximo a juncao Utero-tubérica resulta em uma
menor perda de espermatozoides, devido a diversos fatores, tais como: fluxo
retrégrado no muco cervical (LARSSON & LARSSON, 1985; MITCHELL et al.,
1985; NELSON et al., 1987), fagocitose ocorrida no Gtero durante a migracao
espermatica (HAWK, 1983) e maior tempo de sobrevivéncia do espermatozoide
no ambiente favoravel ao espermatozoide, como o istmo (SUAREZ, 2001).

Varias pesquisas, com grau de sucesso variado, tém sido realizadas na
tentativa de melhorar as taxas de concepcdo em vacas, por meio da
inseminacao mais proxima ao local da fecundacdo (VERBERCKMOES et al.,
2004). Na maioria dos casos, ndao houve diferenca entre a inseminacao
profunda (nos cornos uterinos) e no corpo uterino (McKENNA et al., 1990). Um
estudo realizado por Marshall et al (1989) resultou em piores taxas de
concepcao apds a inseminacdo profunda, contrariando outras pesquisas
(SENGER et al., 1988; DALTON et al., 1999).

Explicagbes para os resultados variados podem ser encontrados nas

diferentes doses inseminantes usadas, o uso de inseminagdo uni ou bilateral,

27



habilidade e experiéncia dos inseminadores, diferencas entre nuliparas e
pluriparas e cio natural ou apés a inducao do estro. A grande variacdo nos
experimentos define que a inseminagdo profunda ndo tem resultados
constantes e é de dificil comparacao (VERBERCKMOES et al., 2004).

Segundo Dobrowolski et al (1970), menos de 1% dos espermatozoides
inseminados estdo disponiveis no local de fecundacdo 24 horas apo6s a
inseminacao. Estes mesmos autores dizem que caso a fémea seja inseminada
muito cedo, a reserva espermatica podera sofrer deplecao antes mesmo que a
ovulagédo ocorra, havendo alto indice de odcitos ndo fecundados. Por outro
lado, se a inseminacéo for realizada tardiamente, os od6citos poderao retomar a
meiose e estarem envelhecidos ao contato com o0s espermatozoides,
resultando em alto indice de embrides degenerados. Em ambos os casos, deve
ser dada a devida importdncia ao momento da inseminagdo e ao local de
deposicao do sémen.

Em inseminacdes realizadas na cérvix, houve grande perda de
espermatozoides, em decorréncia do fluxo retrogrado, em comparacao as
inseminacdes realizadas no meio do corno uterino (GALLAHGER & SENGER,
1989). Porém, quando estes mesmos autores compararam a quantidade de
esperma encontrado na vagina (devido ao fluxo retrégrado) de inseminacgdes
realizadas no corpo e nos cornos uterinos, nao houve diferenga significativa.

Em vacas, quando o sémen € depositado em um dos cornos uterinos,
ocorre o transporte intercornual. Isto é, ha distribuicdo para que ambos o0s
cornos tenham quantidade significativa de espermatozoides. Isto néo
compromete a fertilidade, entretanto ha um melhor resultado quando a
deposigéo do sémen ¢ feita nos dois cornos uterinos (SENGER, 2005).

Seidel et al (1998), usando baixas doses de sémen sexado resfriado e
inseminacao no corno uterino, acharam uma taxa de concepcao similar a alta
concentracdo espermatica de sémen sexado resfriado ou congelado
convencional, ambos depositados no corpo uterino. Em estudos posteriores, a
taxa de concepcdo em novilhas inseminadas no corno uterino, com baixa
concentracdo de sémen sexado congelado, foi similar as obtidas com sémen

congelado e local de deposicao convencional (SEIDEL et al., 1999).
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No estudo realizado por Kurykin et al (2007) foi relatado que ndo houve
diferenca estatistica na taxa de concepcdo entre inseminacdes realizadas no
corpo uterino, meio do corno uterino e na juncao Utero-tubarica; embora tenha
mostrado um maior percentual na taxa de concepcéao quando a inseminacéao foi
realizada no meio do corno uterino. Inseminacdes de baixa dose (2 x 10°) de
sémen congelado convencional, realizadas no corno uterino e na jungao utero-
tubarica nao demonstraram diferenca significativa, comparadas com
inseminacdes convencionais com a mesma dose (VERBERCKMOES et al.,
2004).

Sugere-se que nao houve diferenca, pois 0 problema nao se encontrava
na quantidade de espermatozoides no local de fecundacéao, e que, talvez, com
uma redug¢do ainda maior da concentracdo de espermatozoides, o local de
deposicao espermatica pode vir a ser um fator importante, com tendéncia a
melhores taxas de concepg¢do se a inseminacao for feita na juncao utero-
tubarica, quando comparada as inseminacées no meio do corno uterino.
Possivelmente pelo menor tempo de exposicdo do espermatozoide a
ambientes hostis (KURYKIN et al., 2007).

2.5 Coleta e classificacao de embrides

Historicamente, os embrides eram coletados de ovidutos ou uteros de
doadoras apdés o abate ou cirurgia. Contudo, desde 1976 a recuperacao
transcervical de embrides de vacas, bufalas e éguas tornou-se rotina. A coleta
€, preferencialmente, realizada entre o sexto e o oitavo dia pds-ovulagéo. Para
muitas aplicacées, as técnicas nao cirurgicas de coleta de embrides sao
desejaveis, pois apresentam menor risco de vida e de problemas de saude.
Técnicas cirargicas, invariavelmente, levam a formagdo de aderéncias
(JAINUDEEN et al., 2004).

O método de coleta mais utilizado para bovinos é o transcervical. O
catéter de Foley, com o mandril no seu interior, &€ guiado através da cérvix por

manipulagéo retal, sendo 0 mesmo posicionado no corpo uterino ou em um dos
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cornos. ApGs o posicionamento da sonda, o baldo é inflado, injetando-se 10 a
20mL de ar, quantidade suficiente para fechar a abertura cervical e fixar a
sonda. Por conseguinte, o mandril é retirado e inicia-se a coleta dos embrides
através da lavagem uterina (GAMBARINI, 2004).

Apoés o lavado, o liquido retirado do utero é armazenado no filtro coletor
e transferido para uma placa de Petri. Realiza-se entdo o rastreamento dos
embrides sob estereomicrdéscopio, com aumento maximo de 50x. Os embrides
encontrados sao transferidos para uma placa de Petri com diametro de 3,5 cm
contendo meio de manutencao de embrides e, posteriormente, separados em
vidveis e nado viaveis (GAMBARINI, 2004).

De acordo com BEM et al (1995), as estruturas viaveis sao: mérula (Mo),
mérula compacta (Mc), blastocisto inicial (Bi), blastocisto (BL), blastocisto
expandido (Bx) e blastocisto eclodido (Be). Essa classificacdo depende do grau
de desenvolvimento que o embrido apresentar no dia da coleta.

Na avaliagdo individual dos embrides véarias caracteristicas sao
observadas, tais como: tamanho, forma, cor, homogeneidade do citoplasma,
forma e integridade da membrana pellcida, tamanho e presenca de células no
espaco perivitelineo e presenca de vesiculas (ROBERTSON & NELSON,
1999).

Ha relatos que novilhas produzem menor quantidade de embrides
transferiveis do que vacas, embora ndo tenha sido comprovado
estatisticamente (SCHENCK et al., 2006). Este mesmo estudo relatou que
vacas possuem maior percentual de estruturas recuperadas; embora novilhas

possuam maior taxa de estruturas fecundadas.

3 HIPOTESE

O local de deposicdo do sémen sexado, mais préximo ao local da
fecundacdo, influencia na quantidade e qualidade dos embrides recuperados
apos o lavado uterino de vacas Nelore superovuladas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

e Avaliar a influéncia do local de deposicao do sémen sexado na
produgdo in vivo dos embrides produzidos em vacas da raca
Nelore superovuladas.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar o protocolo de superovulacao de vacas da raca Nelore por
meio do acompanhamento da dinamica folicular ovariana;

e Avaliar as taxas de ovulacdo e de recuperagdo das estruturas
embrionarias;

e Quantificar e classificar as estruturas recuperadas apds o0s
lavados uterinos;

e Determinar o local mais adequado para a deposicado do sémen
sexado no protocolo de IATF e SOV de vacas da raga Nelore

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local e Animais

Os animais pertenciam a Fazenda Asa Branca — Agropecuaria A
Renovar, localizada no municipio de Miranda do Norte, na microrregiao de
ltapecuru-Mirim/Maranhéo, latitude 03° 34’ 08” S e longitude 44° 35° 02” O,
sendo gerenciada em sistema extensivo; onde os animais tém livre acesso a

agua e suplementacao mineral ad libitum em cocho coberto.
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Foram utilizadas doze (n = 12) fémeas bovinas multiparas da racga
Nelore (Bos indicus) com idade entre 3 e 5 anos. Os animais apresentavam
escore corporal +3,5, variando entre 2,5 e 4,0; na escala proposta por
FERREIRA & TORRES (1993). O lote de animais foi avaliado sete dias antes do
inicio do tratamento, para deteccao de CL e selecdo de animais ciclicos.

Os procedimentos com os animais foram aprovados pela comissao de
ética e experimentacdo animal da Universidade Estadual do Maranhao
(Processo 28/2010).

5.2 Analise estatistica e delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais, de acordo
com o local da inseminacao (corpo — CG vs terco médio do corno uterino —
GCC). Para tanto, os animais foram divididos em blocos, de acordo com o
namero de foliculos presentes no D7, para evitar que as fémeas com foliculos
maiores ou em maior quantidade ficassem agrupadas.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema de
blocos 2x12, para que todos os animais passassem por todos os tratamentos
(cross over), totalizando duas repeticdes com intervalo de 60 dias.

O trabalho foi desenvolvido de forma descritiva, calculando-se a média e

o desvio padrao (X £ S.D.) de cada resposta.

5.3 Protocolos para SOV e IATF

As fémeas receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (1,9 g
P4; CIDR®, Pfizer, USA) + 2 mg de benzoato de estradiol por via intramuscular
(LM.) (BE, Estrogin®, Farmavet, Brasil) no dia 0 (07:00h). A superestimulagdo
foi induzida com FSH-p (133mg de Folltropin-V® I.M., Bioniche, Canada) em 8
doses decrescentes a cada 12 horas, a partir do D4. No D6, foram
administradas duas doses (07:00 e 19:00h, I.M.) de 25 mg de PGF2a (.M.,
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dinoprost trometamina, Lutalyse®, Pfizer, USA). Os dispositivos de P4 foram
retirados 36 horas ap6s a primeira dose de PGF2a e foram administrados 0,25
mg de Gonadorelina (Fertagyl® .M., Intervet Shcering-Plough, USA) 48 horas
apés a primeira dose de PGF2a (Figura 1).

As fémeas foram inseminadas em tempo fixo 18 e 30 horas apéds a
inducédo da ovulagado. As inseminacoes foram realizadas sempre pelo mesmo
inseminador.

Os animais foram inseminados duas vezes, ambas com duas palhetas
de 2,1x10° sptz/mL, sendo o sémen depositado de acordo com seu respectivo
grupo. Entretanto, no grupo corno depositou-se uma palheta no corno direito
enquanto a outra foi depositada no corno esquerdo.

Todas as partidas de sémen foram obtidas de uma central de IA idénea,
de um mesmo touro Nelore e provenientes do mesmo ejaculado, para
minimizar o efeito touro nos resultados. As palhetas foram avaliadas
previamente as inseminacdes, ap6s a montagem do dispositivo de
inseminacgao, para verificagcdo da motilidade, objetivando-se ter no minimo
30%.

IMPLANTE + PGF2a

2mg BE ﬂﬂ Gonadorelina
ﬂ FSH-p ﬂ COLETA DE

IATF EMBRIOES + US
| IMPLANTE P4
DO D4 D6 D7 D8 D9 D10

D15

us us us us

DINAMICA FOLICULAR OVARIANA

Figura 1 — Esquematizacédo do tratamento superovulatério, IATF e exames ultrassonograficos.
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5.4 Avaliacoes ultrassonograficas

Foram realizados exames ultrassonograficos (CHISON D600VET,
USProducts Eletromedicina, Brasil) utilizando transdutor linear transretal de 7,0
MHz; no DO, inicio do tratamento superovulatério, para quantificar os foliculos,
e do D4 ao D9, a cada 48 horas para acompanhamento do crescimento
folicular e determinagao de foliculos pré ovulatérios no D9. Para determinar a
taxa de ovulacao foi realizado exame ultrassonografico no momento da coleta
embrionaria, D15, quando foram quantificados os corpos luteos (CLs). As
imagens foram armazenadas e posteriormente transferidas para o computador
para andlise e mensuracao, utilizando o software IMAGEJ® (National Institute of
Mental Health, USA).

5.5 Avaliacao das taxas de ovulacdao e de recuperacao das estruturas
embrionarias

A taxa de ovulacdo foi obtida pelo numero de CLs verificados,
ultrassonograficamente, no D15 dividido pelo numero de foliculos
potencialmente ovulatérios (=8mm) detectados ultrassonograficamente no D9,
e o valor obtido foi multiplicado por 100.

A taxa de recuperacao de estruturas embrionarias foi obtida pelo numero
de estruturas recuperadas no D15, dividido pelo numero de CLs visualizados
no exame ultrassonografico no mesmo dia, e o valor obtido foi multiplicado por
100.

5.6 Coleta e avaliacao das estruturas embrionarias

A recuperacao das estruturas embriondrias foi realizada sete dias apos a
aplicacao de Gonadorelina, pelo método nao cirurgico de lavagem uterina. Para
a coleta das estruturas, utilizou-se uma sonda Foley (Rusch® 18, Carolina do
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Norte, USA) por meio de “flushing” uterino utilizando como veiculo o meio
DPBS-Flush® (Nutricell, Campinas, Brasil).

O liquido recuperado passou por um filtro de coleta de embrides com
malha de 80u (Millipore®, Bedford, MA, USA), sendo transferido para placas de
cultivo celular 100 x 20 mm contendo meio de manutencao de embrides
Holding® (Nutricell, Campinas, Brasil).

As estruturas recuperadas foram quantificadas e avaliadas com auxilio
de um estereomicroscopio de aumento final de 50x e, posteriormente,
classificadas em viaveis e nao viaveis de acordo com os padrdes de morfologia
estrutural da sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides — IETS
(STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998).

Os embrides recuperados foram descartados apds as analises por falta

de interesse da parte do proprietario da fazenda em inovular os mesmos.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a separagao dos grupos foram quantificados 149 foliculos totais,
apresentando média e desvio padrdo de 12,41 + 2,06, em ambos 0s ovarios,
ficando 12,00 * 2,09 foliculos para o grupo corpo e 12,83 + 2,13 foliculos para
0 grupo corno. Estes foliculos apresentaram didmetro médio e desvio padréao
de 8,66 £ 2,84 e 8,16 £ 2,56 para 0S grupos corpo e corno, respectivamente.
Estes dados referem-se ao ultimo dia do tratamento superovulatério (D7) da
primeira repeticao.

Resultados similares foram obtidos por Teixeira et al (2013), em estudo
com vacas Curraleiro pé-duro, com dose e método de administracao
equivalentes, onde encontraram médias de total de foliculos parecidas entre os
grupos estudados; 12,6 £ 6,2; 14,2 + 7,4 e 15,8 + 7,6 para 0s grupos controle,
P24 (dispositivo de progesterona retirado 24h apds a primeira aplicacdo de
PFG2a) e P36 (dispositivo de progesterona retirado 36h apds a primeira

aplicacdao de PFG2a), respectivamente. Porém, os dados do presente estudo
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foram inferiores quando comparados ao estudo de Nasser (2006), com média
de 23,0 * 3,7, realizados em animais Nelore (Bos indicus).

Obteve-se média e desvio padrao de 5,2 + 2,38 foliculos, no inicio do
tratamento superovulatério (D4), para os animais pertencentes ao grupo corpo.
Apéds o final do tratamento superovulatério, no dia da IATF (D9), a média e
desvio padrao foi de 12,00 + 2,95 foliculos, de diametro médio de 8,64 *
2,46mm, variando entre 3,27 e 14,54mm.

Para os animais pertencentes ao grupo corno, obteve-se média e desvio
padrao de 5,5 = 1,87 foliculos no inicio do tratamento superovulatorio (D4).
Apéds o final do tratamento superovulatério, no dia da IATF (D9), a média e
desvio padrao foi de 12,25 + 4,37 foliculos, de diametro médio de 8,73 %
2,42mm, variando entre 3,60 e 14,00mm (tabela 1).

TABELA 1 — Média e desvio padrao (X = S.D.) da quantidade (n) e didametro folicular
(mm) da dindmica folicular ovariana de vacas Nelore superovuladas, Sao Luis, 2014.

Tratamento
Dia Variavel Corpo (X £S.D.) Corno (X £S.D.)
n 11,41 +2,35 10,41 + 3,14
o7 Diametro 7,69 +2,74 7,95+ 2,45
n 12,00 + 2,95 12,25 + 4,37
Diametro 8,69 + 2,46 8,73+242
b9 Pré — ovulatorios (n) 10,21 £ 1,69 10,22 + 1,55
Diametro 10,21 +1,69 10,22 + 1,55

Estes resultados sao inferiores quando comparados com a literatura.
Carvalho (2004) encontrou média de pequenos foliculos na emergéncia
folicular de 39,7 + 4,9 e 26,5 + 3,1 quando trabalhou com novilhas Nelore e Gir,
respectivamente. Estes também foram menores dos encontrados em vacas
mesticas, Hereford e Angus, onde encontraram 14,6 = 2,2 pequenos foliculos
no dia da emergéncia (BO et al., 1996) ou vacas Holandesas, que
apresentaram 13,8 + 0,8 e 12,4 * 1,5, respectivamente, para 0s grupos
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P36LH48 e P36LH60; onde P36 refere-se a permanéncia do dispositivo de
progesterona e LH48 ou LH60 referem-se ao momento da aplicagdo do LH em
relacdo a aplicacdo de PGF (MARTINS, 2007), possivelmente pela diferenca
genética e/ou categoria dos animais estudados.

A baixa resposta superovulatéria pode ser explicada pela assincronia
existente entre a maturacao citoplasmatica e nuclear nos o6citos de vacas sob
tratamento de superovulagao (assincronia intrafolicular), bem como pelos perfis
esteroidogénicos andémalos nos foliculos de doadoras, o que prejudica a
maturagdo oocitaria (HYTTEL et al., 1991). No entanto, deve-se ressaltar que
no presente estudo essas variaveis nao foram estudadas.

Demonstrou-se que os foliculos continuaram com seu crescimento apés
o tratamento superestimulatério, como é visto nos dados referentes ao
diametro folicular médio dos grupos, nos dias D7 e D9, apresentados na tabela
1, valores de diametro proximos aos encontrados por Thomazi et al (2009)
quando estudaram vacas Nelore. Porém, estes mesmos autores observaram
menos foliculos no dia da IATF, sugerindo que os animais estudados estariam
aptos a ovularem apdés a ultima aplicacao hormonal. Estas diferencas indicam
que as ovulacoes teriam comecado anteriormente no estudo de Thomazi et al
(2009), possivelmente por nao ser um estudo sobre superovulacao, o contrario
do presente estudo.

As vacas foram inseminadas com 18 e 30h ap6s a aplicagao do indutor,
pois somente quatro animais apresentaram cio 12 horas ap6s a inducao da
ovulacao. De acordo com Soares et al (2011), inseminacdes realizadas com 18
e 30h tiveram melhores resultados numéricos e percentuais de estruturas
recuperadas do que o grupo inseminado com 12 e 24h apds a aplicagao de LH.
Estes podem ser explicados pela inseminagcdo mais préoxima ao periodo da
ovulacéao.

No dia da IATF (D9) 66,7% (8/12) dos animais apresentaram CLs, sendo
33,3% (4/12) em cada grupo, observando um total de 7 CLs para o grupo corpo
e 6 no grupo corno. Estima-se que essas observagdes influenciaram o
processo superovulatério, consequentemente, influenciando nas taxas de

ovulacao e recuperacdo embrionaria. Nota-se que esses dados apareceram
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durante a segunda repeticdo, o que pode ter influenciado na menor taxa de

recuperacao observada.

I+

No dia do lavado uterino (D15), o grupo corpo apresentou 19 (2,11
1,61) foliculos anovulatérios, enquanto que no grupo corno foram 46 (4,6 *
3,13). O estudo de Teixeira et al (2013) demonstraram médias parecidas,
obtendo 3,7 £ 2,8; 2,8 + 2,1 e 3,9 + 3,1 para os grupos controle, P24
(dispositivo de progesterona retirado 24h apds a primeira aplicacao de PFG2a)
e P36 (dispositivo de progesterona retirado 36h apds a primeira aplicacao de
PFG2a), respectivamente. Estes resultados podem ser explicados pelo alto
nivel de P4 circulante, proveniente dos CLs encontrados no dia da IATF.
Ginther et al (1989) relataram que foliculos dominantes tornam-se
anovulatérios quando em presenca de altos niveis de P4, por reduzir a
frequéncia na pulsatilidade do LH.

No grupo corpo, um animal (8,33%) nao apresentou resposta ao indutor
de ovulagdo, enquanto no grupo corno isso aconteceu em trés animais (25%).
Estes animais ndo apresentaram CLs em seus ovarios e, consequentemente,
nao tiveram estruturas recuperadas. Estes dados sao corroborados por estudos
anteriores, que estimam que 30% dos animais tratados ndo demonstram
resposta superovulatéria (BOLAND et al., 1991; BARUSELLI et al., 2006;
MONTEIRO JR et al., 2011).

Observou-se 65,11% (56/86) de ovulacbes para 0 grupo corpo, com
média e desvio padrdao de 4,66 + 4,71 para o grupo e 5,09 CLs/doadora;
enquanto o grupo corno apresentou 44,68% (42/94), com média e desvio
padrao de 3,5 £ 2,71 para o grupo e 4,66 CLs/doadora. Em comparacao com o
estudo de Teixeira et al (2013) que encontraram 11,3 £5,8; 12356 e 11,9
5,4 CLs para os grupos controle, P24 (dispositivo de progesterona retirado 24h
apds a primeira aplicacdo de PFG2a) e P36 (dispositivo de progesterona
retirado 36h apos a primeira aplicacdo de PFG2a), respectivamente, o presente
estudo apresentou menores quantidades de CLs no D15. Estes achados
podem ser explicados pelas diferencas do protocolo, onde os autores citados
realizaram uma pré sincronizacao do ciclo estral, diferentemente do presente
estudo. Os resultados também foram menores dos que os obtidos nos estudos
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de Carvalho (2004) e B6 et al (1996) que encontraram 22,4 £ 0,5 e 16,6 + 3,4
em animais Nelore e mesticos de Angus e Hereford, respectivamente.
Resultados também menores dos que foram encontrados em vacas Pardo
Suico (Bos taurus) onde Monteiro Jr et al (2011) encontraram médias de CLs
de 9,88 £ 3,31, 9,22 £ 3,31 e 10,00 £ 4,53 para os grupos de inseminagao com:
sémen convencional 12 e 24h, sémen sexado 12 e 24h e sémen sexado 24 e
36h, quando utilizaram o protocolo onde o dispositivo de progesterona é
retirado 36h apdés a primeira aplicacdo de cloprostenol, e 25mg de LH
(Lutropin®), 24h apés a remocdo do dispositivo de P4, para inducdo da
ovulacao.

Os resultados referentes a recuperacao embrionaria estao apresentados
na tabela 2.

TABELA 2 — Total e média e desvio padrdao de corpos luteos (CLs) e recuperacao
embriondria no D15 em vacas Nelore superovuladas, Sao Luis, 2014.

Tratamento
Variavel Corpo Corno

CLs 56 42
ClLs/doadora 4,66 + 4,71 3,5+2,71
Foliculos anovulatérios 2,11 £ 1,61 4,6 +3,13
Recuperacao embrionaria 23 15
Estruturas recuperadas/doadora 2,09+273 1,87 £ 1,55
Zona Peldcida (%) 2 (8,69) _
Moérula (%) 9 (39,13) 8 (53,33)
Blastocisto inicial (%) 4 (17,39) 1 (6,66)
Odcito nao fecundado (%) 2 (8,69) _
Degenerado (%) 6 (26,08) 6 (40,00)

O grupo corpo apresentou taxa de recuperacao de 41,07% (23/56) e o

grupo corno apresentou taxa de 35,71% (15/42). Estes dados s&o inferiores
39



aos encontrados no estudo de Teixeira et al (2013), que relataram 48,8 +
26,6%; 60,9 + 30,5% e 58,2 + 26,7% de taxa de recuperacao embrionaria para
0os grupos controle, P24 (dispositivo de progesterona retirado 24h apoés a
primeira aplicacao de PFG2a) e P36 (dispositivo de progesterona retirado 36h
apds a primeira aplicacdo de PFG2a), respectivamente. Estas diferencas
podem ser explicadas pelo uso do sémen congelado convencional e pelo uso
da pré sincronizagcao do ciclo estral por estes autores. Entretanto, Larson et al
(2010) encontraram taxa média de 74% e similares entre os grupos, nao
havendo diferenga no uso de sémen sexado ou convencional. Em um estudo
que comparou doses inseminantes e local de deposicao do sémen, Andersson
et al (2004) ndao encontraram diferenca na taxa de concepcao entre os locais
de deposicdo quando utilizaram a concentracdo de 2x10%palheta de sémen
convencional, alcangando 31,1% e 31,7% com inseminagdes no corpo e corno,
respectivamente.

Entretanto, 33,33% (4/12) dos animais do grupo corpo nao tiveram
estruturas recuperadas em seus respectivos lavados, sendo que um dos
animais apresentava secrecao uterina mucopurulenta no D15. Ja no grupo
corno 16,67% (2/12) nao tiveram estruturas recuperadas, sendo que um
desses animais nao foi coletado, por nao ter conseguido transpassar a cérvix
para colocagéao da sonda uterina.

A inseminacado realizada no corpo uterino produziu um total de 23
estruturas recuperadas (2,09 + 2,73/doadora), enquanto a |A no corno uterino
gerou 15 recuperacgdes (1,87 £ 1,55/doadora). Este resultado obtém suporte de
estudo anterior, o qual ndo encontrou diferenca entre inseminacdes préximas a
juncdo Utero-tubarica, no meio do corno uterino ou no corpo uterino, no
percentual de prenhez (KURYKIN et al.,, 2007). Porém, sao resultados
inferiores aos encontrados por Monteiro Jr et al (2011) em estudo feito em
vacas Pardo Suico superovuladas e inseminadas com sémen convencional e
sexado, que encontraram média total de 9,59 + 6,89 estruturas por doadora.
Essa diferenga pode ser explicada pelos diferentes grupos experimentais (G1 —
sémen convencional, G2 — sémen sexado 12 e 24h apds administracao de LH
e G3 — sémen sexado 24 e 36h apds administracdo de LH) os quais nao

40



apresentaram diferenca estatistica nas estruturas recuperadas, mas sim na
maior porcentagem de estruturas fecundadas do G1; e pelas diferencas
genéticas entre animais Bos indicus e Bos taurus, mesmo com estudos que
apontam maiores quantidades de pequenos foliculos, no dia da emergéncia
folicular, em diversas ragas de animais Bos indicus (30 a 60), quando
comparados a Bos taurus (15 a 33) (SARTORI et al., 2010), os quais teriam
mais chance de se tornarem embrides em programas de SOV. Em um estudo
com vacas Nelores e Holandesas, sob condicbes tropicais, foi relatado
melhores resultados no numero total de estruturas recuperadas com animais
Bos taurus, 9,0 + 3,8 e 12,4 + 3,8, respectivamente (SOARES et al., 2011).

Foi observada uma diminuicdo da taxa de recuperacao entre repeticoes,
obtendo-se 44,26% (27/61) na primeira repeticdo enquanto que a segunda
repeticdo obteve 29,72% (11/37). Estes resultados corroboram com o estudo
de Larson et al (2010), que encontraram tendéncia para mais e melhores
embrides na primeira repeticdo. Isso é explicado por Galli et al (2003) que
relataram que repetidos tratamentos superovulatérios afetam a fertilidade em
vacas e novilhas, podendo causar sindromes cisticas e dificuldades em
prenhezes futuras.

No presente estudo foram relatados resultados parecidos com pesquisas
anteriores, que demonstram que 20 a 30% das doadoras ndo respondem ao
tratamento, portanto ndo produzem embrides (BARUSELLI et al., 2006;
MONTEIRO JR et al.,, 2011), havendo grande variacdo na producao
embrionaria por doadora (BARUSELLI et al., 2003; LARSON et al., 2010), onde
um terco dos animais nao respondem ao tratamento superestimulatério, outro
terco produzem em média de um a trés embrides e somente um tergo tem boa
resposta superovulatéria, produzindo alto numero de embrides (BOLAND et al.,
1991).

As melhores candidatas para o processo de superovulagdo e uso de
sémen sexado sao as fémeas que tem em seu histérico produgédo de grandes
quantidades de embrides (LARSON et al., 2010). Assim, no presente estudo,
na tentativa de excluir animais que nao respondem ao tratamento, 15 animais

foram superovulados, utilizando-se para o experimento os 12 que obtiveram
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melhores resultados. Porém, essa escolha ndo foi possivel na segunda
repeticédo, pois, necessariamente, utilizaram-se 0os mesmos animais da primeira
repeticdo para que os mesmos pudessem passar pelo tratamento subsequente,
fechando o delineamento cross over.

A baixa quantidade de estruturas recuperadas ndao pode ser explicada
pela baixa concentracdo do sémen sexado (2,1x10°), pois foram feitas duas
inseminacoes (18 e 30h apbés o indutor de ovulacdo), com duas doses
inseminantes.

Inseminagbes mudltiplas podem manter o numero minimo de
espermatozoides para concep¢ao, como comprovou o estudo de Sartori et al
(2004), que observou que as novilhas inseminadas uma unica vez tinham
menos espermatozoides acessérios ligados a zona pellicida. Duas
inseminagcdées mantém a quantidade adequada para fecundar o oécito dentro
do trato reprodutivo feminino, na mesma propor¢do que uma inseminacao
tnica de 20x10° de sémen sexado (SCHENK et al., 2006).

Sartori et al (2004), em estudo com novilhas Holandesas superovuladas
e inseminadas profundamente nos cornos uterinos, com sémen convencional e
sexado, demonstraram diferenga significativa na recuperagdo embriondria
quando compararam os grupos de sémen sexado e convencional. Embora os
grupos de sémen sexado (inseminagéo Unica de 20x10° vs duas inseminagdes
de 10x10°) ndo demonstraram diferenca, sendo o grupo de dupla inseminacéo
o de maior quantidade de estruturas recuperadas. Entretanto, Verberckmoes et
al (2004) obtiveram diferenca estatistica na taxa de concepg¢ao dos grupos que
utilizaram o dispositivo de Ghent para inseminacdées no corpo Ou cOrnos
uterinos, alcangando melhores resultados nas inseminacdes realizadas nos
cornos. Embora tenham sido melhores, ndo houve diferenca quando este grupo
foi comparado ao grupo de inseminagcéao com o dispositivo de Cassou no corpo
uterino. Quando comparados os resultados entre vacas e novilhas, observou-
se que houve tendéncia para maiores taxas de concepcao para inseminagdes
Nnos cornos em vacas, enquanto as taxas de concepcado de novilhas foram
iguais. Este estudo utilizou sémen convencional com concentracdao de 20-
30x10° sptz/mL.
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Estudos de Kurykin et al (2007) sugeriram que o local de deposicédo
possa vir a ser importante, deveria existir uma reducdo ainda maior na
concentracdo de espermatozoides, e tendendo a inseminacdes proximas a
juncao utero-tubarica.

Outra explicagdo para as baixas taxas de fecundacao e,
consequentemente, recuperacao pode ser referente a disturbios no transporte
oocitario e do espermatozoide e a menor qualidade oocitaria (KAFI &
McGOWAN, 1997). As diferengcas referentes ao transporte dos
espermatozoides, entre fémeas superovuladas ou nao, ndo podem ser
compensadas pelo simples aumento na quantidade espermatica (LARSON et
al., 2010).

O menor potencial espermatico do sémen sexado juntamente a essas
condicbes adversas encontradas no trato genital de fémeas superovuladas
resultam em menores taxas de fecundacao, quando comparadas com sémen
convencional (SARTORI et al., 2004). Estes mesmo autores encontraram maior
percentual de estruturas fecundadas degeneradas nos grupos de sémen
sexado, que indicam que o processo de sexagem pode acarretar em danos
apds a fecundacao, também como a diminuicdo do potencial espermatico ja
conhecido (SEIDEL & GARNER, 2002), sendo este causado por perda de parte
das funcbes espermaticas, reducdo da motilidade total e progressiva quando
comparado a células ndo sexadas (RATH et al., 2003), no numero de células
com membranas plasmatica e acrossomal integras (CARVALHO et al., 2010),
pré capacitacdo espermatica e no numero reduzido de células para a
inseminacao (SCHENK et al., 2009).

Diversos estudos afirmam que o ponto chave na producao embrionaria
com o uso de sémen sexado ndo € o numero de espermatozoides por dose
inseminante nem o local de deposicdo do sémen (SARTORI et al., 2004;
SCHENK et al., 2006; PEIPPO et al., 2009; LARSON et al., 2010). O melhor
percentual para estruturas fecundadas seria obtido com a adequacgéo do tempo
para a IATF nos protocolos de SOV (PANARACE et al., 2003; SARTORI et al.,
2004; SCHENK et al., 2006). Contudo, isso nao foi observado no presente
estudo.
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Dentre as estruturas recuperadas, as seguintes classificacdes foram
encontradas: oécitos nao fecundados (ONF), zonas pellucidas (ZP), embrides
degenerados (Dg), mérulas (Mo) e blastocistos iniciais (Bi).

Destes, somente moérulas graus 1 e 2 e blastocistos iniciais foram
classificados como embrides viaveis, resultando em 52,17% (12/23) de
embrides viaveis para o grupo corpo e 60% (9/15) para o grupo corno. Tendo
entdo média de 4,0 + 3,0 de embrides viaveis para o grupo corpo e 4,5 + 4,94
para o grupo corno. Médias préximas as encontradas por Larson et al (2010),
que relataram 5,9 £ 1,0 e 3,8 £ 0,9 de embrides totais para os grupos de sémen
convencional e sexado, respectivamente. E numeros mais baixos do que
relatado por Galli et al (2003), que relataram média de quatro a seis embrides
viaveis por doadora. Podendo este ser explicado pelo uso do sémen sexado no
presente estudo.

Sartori et al (2004) ndo obtiveram diferenga significativa no numero de
embrides viaveis com o uso do sémen sexado. Contudo, o sémen convencional
resultou em maior quantidade de embrides viaveis e diferenga significativa na
taxa de estrutura fecundadas recuperadas, resultados similares aos de Soares
et al (2011), que nao obtiveram diferenca estatistica significante entre os
grupos de sémen sexado ou convencional para embrides totais. No entanto,
obtiveram diferenca estatistica entre os grupos de sexado e convencional nos
resultados de embrides viaveis e embrides congeldveis. Estes também
corroboram com o estudo de Larson et al (2010), que nao obtiveram diferencas
quanto a quantidade total de estruturas recuperadas (10,9 + 1,8 e 10,5 £ 1,6
para 0s grupos convencional e sexado respectivamente). Todavia, houve
diferenca em relacdo a embrides grau 1 e estruturas ndao fecundadas; obtendo
melhores resultados no grupo de sémen convencional. Estes resultados podem
estar relacionados ao diferente protocolo de sincronizacao utilizado, e também
pela diferente raca estudada, Angus.

Soares et al (2011) em estudo com sémen convencional e sexado,
protocolo de IATF semelhante e vacas Nelore, encontraram valores préximos
aos do presente estudo, com total de 9,0 + 3,8 estruturas recuperadas e 4,5 +
3,0 de embrides viaveis para o grupo de sémen sexado e inseminacao com 18
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e 30h pds inducéo; 7,1 £ 3,3 e 2,4 + 1,8 de estruturas recuperadas e embrides
viaveis, respectivamente, para o grupo de sémen sexado e inseminacao 12 e
24h pés inducao, e 8,0 £ 3,2 e 6,8 + 2,6 de estruturas recuperadas e embrides
viaveis, respectivamente, para o grupo de sémen convencional e inseminacao
12 e 24h pos indugéo.

Estes resultados nao tiveram diferenca no numero total de estruturas
recuperadas, enquanto houve diferenca nos nimeros de embrides viaveis e
também dos congelaveis, observando melhor resultado no grupo se sémen
convencional, seguido pelo grupo de sémen sexado e inseminagdo com 18 e
30h pébs-inducdo e, posteriormente, pelo grupo de sémen sexado e
inseminagdao com 12 e 24h pés-indugdo. Valores também inferiores aos
encontrados em vacas Pardo Suico (Bos taurus, MONTEIRO JR et al., 2011)
que encontraram 10,00 + 7,23 e 10,40 = 11,25 estruturas recuperadas nos
grupos de sémen sexado, inseminadas com 12 e 24h apos a indugdo com LH e
24 e 48h apébs a indugao com LH, respectivamente; e 8,63 + 5,37 no grupo de
sémen convencional inseminado com 12 e 24h ap6és a inducao com LH.

Estes mesmos pesquisadores encontraram médias de embrides
degenerados de 5,38 £ 6,41; 0,67 = 1,00 e 1,40 + 3,13, respectivamente para
0S grupos: sémen convencional, sexado 12/24h e sexado 24/48h. Enquanto
que no presente estudo obteve-se taxas de 17,39% (4/23) e 40% (6/15) de
embrides degenerados para 0S grupos corpo € corno, respectivamente. Sartori
et al (2004) ndo encontraram diferenca significativa entre os grupos de sémen
sexado ou convencional, apesar de haver uma tendéncia para mais embrides
degenerados em ambos 0s grupos que utilizaram sémen sexado, resultados
contrarios ao estudo de Larson et al (2010), que obtiveram maiores tendéncias
para embrides degenerados no grupo de sémen congelado convencional.

Enquanto o grupo corpo resultou em 8,69% (2/23) de estruturas nao
fecundadas, no grupo corno nao foi recuperado essas estruturas. Dados da
literatura mostram que estudos anteriores encontraram médias de 0,5 £ 0,7; 3,7
+ 3,6 e 29 = 2,6 para oocitos nao fecundados nos grupos: sémen
convencional, sexado 12/24h e sexado 18/30h, respectivamente, (SOARES et
al., 2011) e 2,38 = 2,56; 9,00 + 7,45 e 6,60 + 3,44 para 0s grupos sémen
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convencional e inseminagdo 12/24h, sémen sexado e inseminacao 12/24h e
sémen sexado e inseminagao 24/48h, respectivamente (MONTEIRO JR et al.,
2011). Um estudo que também utilizou inseminagao cornual, juntamente com
sémen sexado e superovulacao (SARTORI et al., 2004) encontrou percentual
parecido quanto as estruturas fecundadas/lavado, obtendo 63,5 + 9,2 e 61,9
6,3 nos grupos de sémen sexado e 90,9 + 4,0% para sémen convencional.

O uso do sémen sexado, quando comparado ao sémen congelado
convencional, produz em média, 20 pontos percentuais a menos de embrides
viaveis e de taxa de concepcao (LARSON et al., 2010).

Obteve-se diversos graus de sucesso, na taxa de concepg¢ao em vacas,
quando utilizado a inseminacdo mais proxima ao local da fecundacao
(VERBERCKMOES et al., 2004). Na maioria dos casos, ndo houve diferenca
entre a inseminagdo profunda (nos cornos uterinos) e no corpo uterino

(McKENNA et al., 1990), como ocorrido no presente estudo.

7 CONCLUSAO

Nao houve diferenga na quantidade e/ou qualidade dos embrides
recuperados quanto ao local de deposicdo do sémen sexado no momento da
IATF.

PERSPECTIVAS

O protocolo utilizado para a IATF esta de acordo com os protocolos
encontrados na literatura o qual possui uma boa resposta na quantidade de
embrides recuperados. Contudo, quando este protocolo é usado para a
superovulacdo e, consequente, inseminacdo com sémen sexado, sua resposta

cai, devido a fatores consequentes a superovulacao e a sexagem espermatica.
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Porém, se pdde observar uma tendéncia a maior resposta quando se
utilizou o local convencional para inseminagao, o corpo uterino. E possivel que
em futuros estudos, com o nimero de repeticbes maior se encontre diferenga

estatistica significativa.
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