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SOARES, J.G. Efeito do momento da Inseminacao Artificial com Sémen
Sexado na Producdo de EmbriGes de Doadoras da Raca Nelore (Bos
indicus) Superovuladas. [Timing effect of insemination using sex-sorted
sperm in embryo production with Nelore (Bos indicus) superovulated donors].
2011. 77f. Dissertacdo (Mestrado em Géncia Animal) - Universidade Estadual
do Maranh&o, Séo Luis, 2011.

RESUMO

Foi avaliado o efeito do momento da IATF com sémen sexado na producao de
embrides de doadoras da raca Nelore (Bos indicus) superovuladas. Para tanto,
foram utilizadas 16 doadoras ciclicas, com idade entre 4 e 10 anos, e pds parto
superior a 40 dias. Os animais foram homogeneamente divididos em quatro
grupos experimentais, de acordo com o momento da IATF (12 e 24 vs. 18 e
30h apds a administragdo de pLH) e o tipo de sémen utilizado (convencional
vs. sexado). Os grupos foram divididos da seguinte forma: IATF com sémen
convencional 12 e 24h (GSC12/24) e, 18 e 30h (GSC18/30); IATF com sémen
sexado 12 e 24h (GSS12/24) e, 18 e 30h (GSS18/30). O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2, sendo que todos os
animais, em suas respectivas categorias, foram submetidos a todos 0s
tratamentos (delineamento “cross-over’) num tatal de quatro réplicas, com
intervalo de 42 dias entre réplicas e 16 repeticdes por tratamento. As doadoras
foram sincronizadas com dispositivo intravaginal de progesterona (Ps) durante
7 dias. No dia de insercao do dispasitivo (DO) foi administrado 2,0mg i.m. de
Benzoato de Estradiol. Do D4 ao D7, as doadoras foram tratadas com oito
doses decrescentes de FSH (133mg i.m.; 12/12h). No D6, todos os animais
receberam duas aplicagbes de PGF2, (0,53mg i.m.) apds cada aplicacdo de
FSH. Na dltima dose de FSH (D7) o dispaositivo de P4 foi removido e, as
doadoras receberam a administragéo de pLH 12h mais tarde (25mg i.m.; D8).
As estruturas embrionarias foram colhidas sete dias apds a aplicacao do pLH
(D15) e, foram quantificadas e classificadas quanto a morfologia e qualidade
(IETS, 1998) As varidveis foram analisadas pelo procedimento proc GLM do
SAS®. Nos grupos GSC12/24, GSC18/30, GSS12/24 e GSS18/30 foram
recuperados, respectivamente: total de estruturas embriondrias (29+11, 34+
0,8,26+1.2 4,1+ 1,3); oocitos naofecundados(00+00 01+01, 1,7x12
04 + 0,2); embrides transferiveis (2,6 + 1,0, 27 £ 0,7, 05+ 03, 22 + 1,0);
congelavels(24+10 2,7+£0,7,05+0,3 20+10) edegenerados(03 0,1,
0,7+04, 04 £03, 15+ 0,8). Nao houve diferencas entre os grupos (P >
0,05). Como ndo foi verificada interacdo entre os tratamentos, foi possivel
avaliar os efeitos principais (tipo de sémen e momento da msemnagao) N&o
fol encontrada diferenca para nenhuma das variaveis analisadas entre os
efeitos principais (P > 0,05). Os resultados obtidos n&o confirmaram a hipotese
de que o atraso em seis horas na IATF com sémen sexado em protocolos de
superovulacdo resulta em aumento na producdo de embribes vidveis obtidos
de doadoras da raca Nelore.

Palavras-Chave: Nelore, Sémen sexado, Superovulagdo em Tempo Fixo,
Embrides, Odcitos.



SOARES, J.G. Timing effect of insemination using sex-sorted sperm in
embryo production with Nelore (Bos indicus) superovulated donors.
[Efeito do Momento da Inseminacao Artificial Utilizando Sémen Sexado na
Producdo de Embrides de Doadoras da Raca Nelore (Bos indicus)
Superovuladas]. 2011 77 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Universidade Estadual do Maranh&o, Sao Luis, 2011.

ABSTRACT

The effect of the moment of TAl with sex-sorted sperm in embryo production of
Nellore (Bos indicus) superovulated donors was evaluated. To this end, 16
cycling donors were used, aged between 4 and 10 years, and postpartum than
40 days. The animals were divided evenly into four groups, according to the
moment of TAl (12 and 24 vs. 18 and 30h after administration of pLH) and type
of sperm used (conventional vs. sex-sorted). The groups were divided as
follows: TAI with conventional sperm 12 and 24h (CSG12/24) and, 18 and 30h
(CSG18/30); TAI with sex-sorted sperm 12 and 24h (SSG12/24) and, 18 and
30h (SSG18/30). The design was completely randomized, in a 2x2 factorial
scheme, with all the animals in their respective categories, submitted to all
treatments (randomized cross-over) in a total of four replicates, with an interval
of 42h dayseoI t\/\ﬁen repl icatngls and 16 repetidtions p(er )trfe:atnedr;t Donor?] vvdege
ronized with intravagi ogesterone device (Ps) for 7 . Onthe
gfyngevice insertion (DO)agvvas gglministered 2.0mg i.m. of Eslra)é?ol Benzoate)./
From D4 to D7, all donors were treated with 8 decreasing doses of FSH (133mg
1.m.; 12/12h). On D6, all animals received two applications of PGF,y (0.53mg
I.m.) after each application of FSH. At the last dose of FSH (D7) the P, device
was removed and, donors received the administration of pLH 12h later (25mg
1.m.; D8). The embryonic structures were collected seven days after application
of LHp (D15) and, were quantified and classified according to morphology and
quality (IETS, 1998). The variables were analyzed by Proc GLM procedure of
. In groups GSC12/24, GSC18/30, GSS12/24 and GSS18/30 were
recovered, respectively: total of embryonic structures (2.9+ 1.1, 34+0.8, 26 +
1.2, 4.1 + 1.3); unfertilized oocytes (0.0 0.0, 0.1 £ 0.1, 1.7+ 12, 04 £0.2),
transferable embryos (26 £1.0, 27 £0.7, 0.5+ 0.3, 22 + 1.0); freezable (2.4 +
1.0,27+£0.7,05+ 0.3, 20 + 1.0) and degenerate (0.3+0.1, 0.7+ 0.4, 04 £
0.3, 1.5+ 0.8). There were no differences between groups (P > 0.05). As there
was no interaction between treatments, it was possible to evaluate the main
effects (type of sperm type and moment of insemination). As verified between
groups, no difference was found for any of the variables analyzed between the
main effects (P > 0.05). The results did not confirn the hypothesis that the
delay in six hours in the FTAI with sex-sorted sperm in superovulation protocols
results in increased production of viable embryos obtained from Nelore donors.

Keywords: Nelore, Sex-sorted sperm, Fixed-Time Superovulation, Embryos,
Oocytes.
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INTRODUCAO

1  INTRODUCAO

A bovinocultura € um dos principais destagues do agronegocio
brasileiro no cenario mundial. No Brasil, o rebanho de bovinos de corte que é
representado principalmente pela raca Nelore (Bos indicus) e seus
cruzamentos, perfazem um efetivo de 202,2 milhdes de cabegas (IBGE, 2009).
Além disso, desde 2004, 0 pais assumiu a lideranca mundial nas exportactes
de carne e embutidos, sendo responsavel por um quinto da carne
comercializada internacionalmente e por vendas para mais de 180 paises
(MAPA, 2011). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2011) as exportacOes brasileiras de carne bovina representardo cerca
de 60% do comércio mundial em 2018/2019.

A producéo global anual de carne devera crescer para 463 milhGes
de toneladas até 2050 ante 228 milhdes de toneladas produzidas atualmente,
seguida por forte crescimento da demanda global por produtos pecuarios até
2050 devido a aumentos populacionais (FAO, 2011). Portanto, ser&o
NECcessarios investimentos substanciais no setor pecuario para ampliar a
producdo, 0 que devera estar associado ao controle da produtividade. Nesse
contexto, a utilizacdo das biotecnologias da reproducao torna-se imprescindivel
para a multiplicacéo e distribuicdo dos animais com merito genético.

Dentre as biotecnologias disponiveis, a transferéncia de embrides
(TE) tem sido amplamente aplicada em todo o mundo. Por meio desta
ferramenta € possivel aumentar 0 nimero de descendentes obtidos de
doadoras de alto valor genético, propagando genética desejavel de maneira
segura (BARUSELLI et al., 2006; BO et al., 2006). Aliado & esta tecnologia, 0
uso de sémen sexado em bovinocultura de corte e leite € de suma importéncia
para 0 desempenho do agronegdcio, pois possibilita aumentar a producéo de
bezerros de géneros especificos (GARNER et al., 2006). O controle da
proporcdo de sexos permite maior velocidade no progresso genético, maior
produtividade, maior bem-estar e reducdo no impacto ambiental devido a
eliminacao do sexo indesejado (RATH et al., 2009).



INTRODUCAO

A producéo de embrides para TE pode ser obtida pelo uso de
protocolos de superovulagdo (SOV), pela fecundacédo in vitro (FIV) ou pela
técnica de clonagem. Os protocolos tradicionais de SOV baseados na detecgéo
do estro apresentam limitagOes, especialmente importantes em doadoras Bos
indicus e Bos taurus de alta producéo, devido as dificuldades na deteccéo do
estro inerentes a estas categorias (BARUSELLI et al., 2006; et al., 2003).
Em funcdo disso, foram desenvolvidos protocolos hormonais para controlar a
emergéncia da onda de crescimento folicular e a ovulacéo, e para permitir o
inicio de tratamentos superestimulatorios e a inseminacdo artificial em
momento pré-determinado, sem a necessidade de deteccdo de cio
(BARUSELLI et al., 2006; BO &t al., 2006).

O controle do momento da ovulacado, juntamente com protocolos de
SOB, pode ser realizado por meio do atraso na remocao de dispositivos de
liberac&o de progesterona/progestageno e posterior administracéo de hormdnio
luteinizante de glandula pituitaria suina (pLH) para inducdo da owulacdo
(NOGUERIA et al., 2002; BARUSELLI et al., 2006). Nestes protocolos, a
iInseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) em doadoras Bos indicus e Bos
taurus superestimuladas deve ser realizada 12 e 24 apos a administracéo de
pLH, quando o sémen convencional € utilizado (BARUSELLI et al., 2006; BO et
al., 2006). No entanto, 0 mesmo procedimento pode apresentar limitagdes com
0 emprego do sémen sexado.

Varios fatores como o nimero de inseminagdes, qualidade do
sémen, nimero de espermatozoides por inseminacdo e local de deposicdo do
sémen podem afetar a producdo de emhrides seguida de 1A com sémen
sexado (SARTORI et al., 2004; SCHENK et al., 2006; PEIPPO et al., 2009;
LARSON et al., 2010).

Em estudos recentes com sémen sexado em fémeas da raca Nelore
foram verificadas correlagbes positivas entre 0 momento da realizacdo da I1A
apds a deteccio do estro (SA FILHO et al., 2010) ou da IATF apds a remogao
do dispositivo de P4 (SALES et al., 2010) e a taxa de prenhez. As IAs ou IATFs
realizadas proximas as ovulagdes resultaram em maiores taxas de prenhez.
Este resultado, porém, é desconhecido em protocolos de SOV.
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INTRODUCAO

Diante do exposto, o presente estudo foi conduzido para avaliar o
efeito do momento da IATF com sémen sexado na producéo de embribes de
doadoras Nelore (Bos indicus) superovuladas.



HIPOTESE

2 HIPOTESE

O atraso em seis horas na IATF com sémen sexado em protocolos
de superovulacdo resulta em aumento na producdo de embribes viaveis
obtidos de doadoras da raca Nelore.
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3.2

OBJETIVOS

Geral

e Avaliar o efeito do momento da IATF com sémen sexado na
producéo de embrides de doadoras da raca Nelore (Bos indicus)
superovuladas.

Especificos

e Acompanhar a dindmica folicular para determinar a resposta ao
tratamento de superestimulagdo do crescimento folicular, o momento
e ataxa das ovulagoes;

e Avaliar a producao de estruturas embrionarias viaveis obtidas com
0 uso de sémen convencional ou sexado, de acordo com 0 momento
das inseminacdes (12 e 24 ou 18 e 30 horas apds a administracdo

de pLH).
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4  REVISAO DE LITERATURA
4.1 Dinamicafolicular e controle enddcrino do ciclo estral

O conhecimento da dindmica folicular e do padrdo de
comportamento das ondas de crescimento folicular é de fundamental
importancia para programas de reproducdo, tais como no emprego de
protocolos de superovulacao (SOV), sincronizagdes do ciclo estral e ovulacéo
(SILVA et al., 2001).

Em bovinos, o desenvolvimento folicular ocorre em padréo de ondas,
sendo cada onda de crescimento folicular caracterizada pelo recrutamento de
um grupo de pequenocs foliculos (emergéncia folicular) que iniciam uma fase
comum de crescimento por cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003).

A emergéncia de cada onda de crescimento folicular é causada pelo
aumento na concentracdo sérica do hormdnio foliculo estimulante (FSH;
ADAMS et al., 2008; ADAMS et al., 1992a; ADAMS et al., 1992b; GINTHER et
al., 1999; GINTHER et al., 1997; GINTHER et al., 1996; GONG et al., 1995;
GONG et al, 1996; HAMILTON et al., 1992; MIHM; AUSTIN, 2002; MIHM et al.,
2002; SUNDERLAND et al., 1994). Emtorno de 10 a 50 foliculos, com2a 3mm
de didametro cada, emergem entre os dias 1 e 3 apGs o estro, podendo atingir
didmetros emtorno de 4 a 6mm nos dias subsequentes (BO et al., 1994).

A selecdo fdlicular é regulada sistemicamente pelo FSH e pelo
hormonio luteinizante (LH; BEG et al., 2002; ANTONIOLLI, 2002), e localmente
por fatores que modulam a acéo das gonadotrofinas (GINTHER et al., 2001b).
Com o desenvovimento dos foliculos ovarianos, ocorre aumento nas
concentragdes plasmaticas de estradiol (E,) e inibina, 0 que provoca a reducao
da secrecdo do FSH, por mecanismo de feedback negativo, para
concentragOes basais (FORTUNE et al., 2004). Na supresséo final de FSH,
apenas um foliculo mantém crescimento continuo (GINTHER et al., 2001), o
qual passa a ser chamado dominante. Este possui maior atividade de
proteases especificas para proteinas ligadoras do Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina-4 (IGFBP-4) do que os outros foliculos, denominados
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subordinados. Essas enzimas potencializam a agdo das gonadotrofinas na
estimulacdo do crescimento e diferenciacao folicular (RIVERA; FORTUNE,
2001; RIVERA et al., 2001 apud MORAES et al., 2001), assim o foliculo
dominante torna-se dependente de LH (GINTHER et al., 2001a), enquanto os
subordinados entram em processo de atresia (ADAMS et al., 2008; FINDLAY,
1994; LUCY et al., 1992; GINTHER et al., 1999; GINTHER et al., 1997; MIHM
et al., 2002; MIHM; AUSTIN, 2002), estabelecendo-se entéo, o fendmeno de
divergéncia folicular.

O didmetro médio do foliculo dominante no momento da divergéncia
é de 6,3mm (GIMENES et al., 2005a) em animais da raca Nelore e 8,5mm em
animais da raca Holandesa (GINTHER et al., 1996). Outros estudos
demonstram que ndo ha grande variagdo quanto ao didmetro do foliculo
subordinado (5,3 a 5,9mm) e do faliculo dominante (5,4 a 6,3mm) em animais
Bos indicus (GIMENES et al., 2005a; SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et
al., 2006).

Gimenes et al. (2005b) realizaram estudo para verificar o diametro
gue os foliculos de novilhas Bos indicus (das racas Nelore, Gir e cruzadas
Nelore x Gir) adquirem capacidade ovulatéria. Os autores verificaram que 33%
das novilhas ovularam foliculos com diémetros entre 7,0 e 8,4mm, e que esta
taxa de owvulacdo aumentou proporcionalmente a medida que os foliculos
alcancaram didmetros entre 8,5 e 10,0mm (80%) e superiores a 10,0mm
(90%).

O LH estimula a Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc) nas células
da granulosa em foliculos com mais de 9mm de didmetro, que adquirem
receptores para LH e, portanto, capacidade ovulatéria (JOLLY et al., 1994). A
presenca de receptores para LH nas células da granulosa de foliculos
dominantes, apds a divergéncia folicular, sugere efetiva participacdo deste
hormdnio na fase final do desenvolvimento e maturacéo folicular (FIGUEIREDO
et al., 2000).

O faliculo ovulado sofre mudancas estruturais e funcionais e da
origem a uma estrutura denominada corpo Iiteo (CL; BINELLI, 2000). Esta
estrutura € responsavel pela secrecdo de progesterona (P4), hormdnio
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essencial para ciclicidade normal da vaca (BO et al., 2000). Enquanto houver
concentragdes elevadas na circulacéo, a P4 é responsavel por bloguear a
lieracdo de GnRH (Hormdnio Liberador de Gonadotrofinas) e das
gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH), de modo que o animal ndo apresenta
estro (ANTONIOLLI, 2002), em funcao, principalmente, da inibicdo das ondas
pulsatels de LH (HAFEZ, 1995).

Também, o didmetro do CL parece ser menor em Bos indicus
(zebuinos) que em Bos taurus (taurines), ja que nesta Ultima subespécie, a
capacidade owulatdria se inicia em foliculos com pelo menos 10mm de
didmetro (SARTOR et al., 2001). O didmetro dos CLs de zebuinos variam de
17 a 21mm (RHODES et al., 1995; HGUEIREDO et al., 1997), ao passo que
em taurinos s&o relatados diametros entre 20 e 30mm (GINTHER et al., 1989,
KASTELIC et al., 1990).

O periodo de atividade do CL € chamado de fase Iuteinica,
perfazendo um tatal de 16 a 17 dias em bovinos (HAFEZ, HAFEZ, 2004). A
duracdo desta fase € que determina o nimero de ondas €, por conseguinte, a
duracéo do ciclo estral. Sendo assim, quanto maior o periodo de atividade do
CL, maior 0 nimero de ondas foliculares e, consequentemente, maior a
duracdo do ciclo estral (FORTUNE, 1994; BORGES et al., 2001). Mais de 95%
dos bovinos apresentam ciclos estrais com duas ou trés ondas foliculares
(ADAMS et al., 2008), podendo ocorrer variacéo (FIGUEIREDO et al., 1997,
RHODES et al., 1995), contudo, a maioria apresenta o mesmo padréo de
ondas em ciclos consecutivas (ADAMS et al., 2008). Vacas da raca Nelore s&o
caracterizadas pela predomindncia de ciclos com duas (BO et al., 2003;
FIGUEIREDO et al., 1997) e trés ondas (BORGES et al., 2004), enquanto as
novilhas da mesma raca sdo caracterizadas por apresentar ciclos com trés
ondas de crescimento folicular (BO et al., 2003; AGUEIREDO et al., 1997).

Apos a fase luteinica, se ndo houver fecundacdo, o Utero secreta
Prostaglandina Foy (PGFx) que causa a lutedlise - regresséo do CL - levando a
diminuicdo na concentracdo sérica de P4 (< Ing/mL), 0 que permite 0 aumento
na frequéncia dos pulsos de LH (GOODMAN, KARSCH, 1980; KARSCH,
1987).
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A lutedlise culmina com o rapido crescimento do foliculo dominante,
gue passa a secretar quantidades maiores de 17 [3-estradiol que, por sua vez,
atua no sistema nervoso central causando a manifestacdo do estro. Em
seguida, ocorre 0 inicio de novo ciclo, a partir do surgimento de nova onda de
crescimento folicular, com a liberacdo de novo pico de FSH (FORTUNE et
al.,1988). As altas concentragdes de E,, sob baixas concentragdes de P4 (< 1,0
ng/mL), provocam o pico pré-ovulatdrio de LH e, consequentemente, a
ovulacdo (CUPP et al., 1995, SHORT et al., 1979; STUMPF et al., 1989,
SUNDERLAND et al., 1994). A owvulacdo é causada pela ruptura da parede
folicular, induzida pelo pico pré-ovulatério de LH que ocorre junto a uma onda
de FSH (CAVALIERI et al., 1997; KANEKO et al., 1991; MHM et al., 2002).

4.2 Controle do crescimento folicular e da ovulacéo em programas de
superovulacdo de doadoras zebuinas

O tratamento superovulatério pode ser definido como o método de
estimular diversos foliculos ovarianos em estagio terciario e os foliculos que se
tornariam atrésicos a se desenvolverem até o estagio pré-ovulatdrio, com
subsequente ovulacdo (REICHENBACH et al., 2002). O aumento do ndmero
fisiologico de ovulagbes obtidas por este tratamento deve complementar-se
com a |A (CABODEVILA; TORQUATI, 2001).

O objetivo da SOV é obter 0 méximo de embrides fecundados e
transferidos com alta probabilidade de ocorréncia de prenhez (MAPLETOFT et
al., 2002). Os primeiros protocolos desenvolvidos para a superestimulacéo do
crescimento folicular de doadoras bovinas utilizavam o cio natural. O
tratamento superovulatorio era iniciado entre 8 a 12 dias apds a manifestacéo
do estro, coincidindo com a emergéncia da segunda onda de crescimento
folicular (BO, 2002).

A auséncia do foliculo dominante no inicio do tratamento aumenta a
eficacia dos protocolos superovulatérios (MAPLETOFT et al., 2002; ADAMS,
1994). Nasser et al. (1993) obtiveram maior resposta superovulatoria quando
0s tratamentos com gonadotrofina foram iniciados no dia da emergéncia da
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onda de crescimento folicular do que 1 ou 2 dias apds. Dessa forma,
alternativas para controlar a emergéncia da onda de crescimento folicular em
estagios aleatorios do ciclo estral, sem a necessidade de deteccéo do estro,
para estabelecer o “cio base’, facilitariam o manejo das doadoras e,
possivelmente, aumentariam a eficiéncia dos programas de SOVITE.

Tratamentos com GnRH resultam em ovulacdo do foliculo dominante
e emergéncia de nova onda de crescimento folicular ap6s 1 a 2 dias
(PURSLEY et al., 1995). Porém, a administracdo de GnRH em estagios
aleatdrios do ciclo estral induziu owulacdo em apenas 45,7% (16/35) de
novilhas Bos taurus x Bos indicus (BARUSELLI et al., 2000). Também foram
observadas baixas taxas de prenhez apds a administracdo de GnRH em
rebanho Bos indicus mantido em regides tropicais (FERNANDES et al., 2001).
Os resultados desses estudos sugerem que 0 GnRH apresenta baixa eficacia
em sincronizar e induzir a ovulacdo e, consequentemente, a emergéncia da
nova onda de crescimento folicular em Baos indicus.

Nesta subespécie, o tratamento eletivo para a inducdo e
sincronizacdo da emergéncia da nova onda de crescimento folicular é a
associacdo de E; e Pa. A P4 € hormdnio imprescindivel para a regulagéo do
funcionamento do sistema reprodutor feminino, atuando sinergicamente com os
estrégencs em diversas funcdes fisiologicas, dentre elas, o crescimento das
glandulas uterinas e a estimulacdo das glandulas endometriais para secrecéo
do fluido endometrial - o0 qual é necesséario a nutricdo do blastocisto antes da
implantacéo (HAFEZ, 2004). Em programas de superovulacdo de doadoras
zebuinas, podem ser utilizadas diversas fontes exdgenas de P4 (ex: CIDR®,
DIB®, Cronipress®, Sincrogest®, dertre outros) sem gue ocorram alteragdes na
producéo de embrides (BARROS, NOGUEIRA, 2005; BARUSELLI et al., 2006;
NOGUEIRA; BARROS, 2006).

Na presenca de elevadas concentragOes de P4, a administracdo de
diferentes ésteres de estradiol, incluindo o Benzoato de estradiol (BE), Valerato
de estradiol (VE) e Gipionato de estradiol (CE), € capaz de induzir a regresséo
de foliculos antrais (BO et al., 1995). O VE e o CE apresentam meia vida longa,
resultando na induc&o de uma nova onda de crescimento folicular mais tardia e
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menos sincronizada (BO et al., 1995; COLAZO et al., 2003, 2005) que o 17p
estradiol (BO et al., 1995) ou 0 BE (BO et al., 2002).

Carvalho (2004) verificou que a administracdo de 2mg de BE
associado ao dispositivo de P4 induziu atresia folicular e emergéncia sincronica
de uma nova onda de crescimento folicular em novilhas Bos indicus, Bos taurus
indicus e Bos taurus. Foi verificado também que as novilhas Bos indicus
apresentaram maior nimero de foliculos recrutados no inicio da onda de
crescimento folicular que novilhas Bos taurus indicus e Bos taurus, sugerindo
maior resposta em tratamentos superestimulatérios para a primeira subespecie.

No intuito de promover o crescimento de mutiplos foliculos,
aplicagdes exdgenas de FSH ou de farmacos que mimetizem sua agcéo, como a
Gonadatrofina  Coridnica equina (eCG), sao amplamente utlizadas em
programas de SOV/TE (BARROS; NOGUEIRA, 2001) em vacas, blfalas,
ovelhas e cabras (JAINUDEEN et al., 2004). Na maioria destes programas, séo
efetuadas oito aplicagdes de FSH com intervalos de 12 horas, para aumentar o
recrutamento dos pequenos foliculos (BO, 2002), e reverter a atresia de
foliculos acima de 1,7mm. Enquanto isso, o LH estimula a producéo de
andrégenos na teca interna, que sao precursores da producdo de estrogenos
pelas células da granulosa estimuladas pelo FSH (BENYE]; BARROS, 2000).

Diferencas entre gendtipos incluem reduzida capacidade para a
secrecdo de LH e maior sensibilidade a gonadotrofinas exdgenas em Bos
indicus (zebuinos) comparado a Bos taurus (europeus; CAVALIERI et al.,
1997). As doadoras zebuinas s&o mais sensiveis aos farmacos utilizados nos
protocolos de SOV em comparacdo as de racas européias. Animais da raca
Nelore (zebuinos) possuem ovarios, foliculos e CLs menores, 0 que pode estar
relacionado a exigéncia de menor concentracdo de FSH para a inducéo da
superestimulacéo do crescimento folicular (VISINTIN et al., 1999).

Santiago et al. (1999), ndo observaram diferencas entre os
tratamentos com diferentes doses de FSH, o que indica que a utilizacéo de
250Ul (Unidades Internacionais; 4,16 embrifes viaveis por doadora) foi tdo
eficaz quanto 500Ul de FSH (3,15 embribes vidveis por doadora) para
superestimulagdo do crescimento folicular de novilhas da raca Nelore. De
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forma semelhante, Barusell et al. (2003), avaliaram o protocolo de
superovulacéo e inseminacao artificial em tempo fixo (SOVTF) em doadoras da
raca Nelore utilizando diferentes doses de FSH (100, 133 ou 200mg) e ndo
verificaram diferenca nos resultados para embrides transferivels (7,7 + 7,4; 5,6
+4,1e6,5x7,7 respectivamente).

Na tentativa de aumentar o nimero de embrides (DOCCHIO et al.,
1997; VAN De LEEMPUT et al., 2001) ou ainda viabilizar a IATF apos a
superovulacéo (BARROS, NOGUEIRA, 2001, 2005; BARUSELLI et al., 2006),
foram utilizadas estratégias para atrasar o pico pré-ovulatério de LH, uma vez
gue foliculos que ndo ovulam apds a superestimulacdo com FSH, podem n&o
ter se desenvolvido normalmente e/ou ndo possuirem guantidade suficiente de
receptores, necessitando de mais tempo para poderem responder ao LH
(DOCCHIO et al., 1997; LIU et al., 1998). Nesse contexto, foi verificado o efeito
de atrasar a inducdo da owvulacdo com pLH de 12 para 24h apds a Ultima
aplicacéo de FSH em doadoras Nelore. Este atraso resultou em aumento no
nimero de embribes degenerados e diminuicdo no ndimero de embribes
transferiveis e congelaveis. Dessa forma, para doadoras da raca Nelore, o
momento ideal para a inducéo da ovulacéo com pLH na SOVTF € de 12h apds
a Ultima aplicacéo de FSH (BARUSELLI et al., 2005). Porém, em doadoras da
raca Holandesa de alta producéo, a inducéo da ovulacdo com pLH 24h apos a
Ultima injecdo de FSH resultou em resposta superovulatéria melhor, e maior
ndmero de embrides transferiveis (MARTINS et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2005).

A partir dos resultados supracitados foi desenvolvido o protocolo
denominado P-36 (BARROS; NOGUEIRA, 2001; 2005), no qual a fonte de P4 é
mantida por até 36 horas apos a primeira aplicacdo de PGy, € a ovulacdo é
induzida com LH exdgeno, administrado 12h mais tarde. Esta administracéo
exdgena de LH permite controlar o momento da ovulacéo, que ocorre entre 24
e 36h apds sua aplicacdo (NOGUEIRA; BARROS, 2003). Consequentemente,
a lA é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24h apds a aplicacdo de LH. Estes
tratamentos hormonais foram eficazes em controlar o momento da ovulacéo de
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forma a permitir a IATF, eliminando a necessidade de deteccdo do estro
(BARROS; NOGUEIRA, 2001; MELO &t al., 2004a).

Concomitantemente, Melo et al. (2004b) observaram que odcitos
fecundados e cultivados in vitro obtidos de vacas tratadas com o protocolo P-36
e, submetidas a aspiracdo folicular apds a retirada da fonte de Pa,
apresentaram tanto as taxas de clivagem como de blastocisto semelhantes
aguelas obtidas a partir de ovarios provenientes de matadouro (grupo controle).
Dessa forma, os autores concluiram que o protocolo P-36 permite a SOVTF e
néo afeta a viabilidade dos odcitos.

Zanenga et al. (2003) utilizaram uma variagdo do protocolo P-36,
avaliando a retirada antecipada (24h apds a PGFy, denominado P-24) do
dispositivo de P, em vacas da raca Nelore submetidas a SOVTF. Os resultados
sS40 sugestivos de que a retirada antecipada do dispositivo de P, também é
viavel para programas de superovulaco e transferéncia de embrides em Bos
indicus. O controle farmacologico da ovulacdo, com o objetivo de viabilizar a
| ATF de doadoras Bos indicus superovuladas favoreceu a programacao precisa
das atividades de sincronizacdo, colheita e transferéncia de embrides
(NOGUEIRA et al., 2003; ZANENGA et al., 2003; BARUSELLI et al., 2003).

Apesar do desenvolvimento de protocolos eficientes que permitiram
a SOVTF em programas camerciais de TE, € importante ressaltar que alguns
fatores podem afetar a resposta superovulatdria em bovinos. O cortisol
endogeno liberado pelo estresse pode suprimir o pico de LH e a ovulagéo ou
diminuir a resposta superovulatoria, 0 que poderia ser confundido com a
sensibilidade para gonadotrofinas exogenas (COSTA et al., 2001). Além disso,
a variabilidade na resposta das doadoras ao tratamernto superovulatorio com
gonadotrofinas continua a ser a principal fonte de variacdo nos programas de
SOVTHTE (NOGUEIRA et al., 2002, MAPLETOFT et al., 2002; BARROS,
NOGUEIRA, 2004). Em vacas da raca Nelore, foi descrito efeito significativo da
doadora no numero de CLs no dia da colheita, na taxa de recuperacéo, no total
de estruturas recuperadas € no numero de embribes transferiveis e
congelaveis (BARUSELLI et al., 2003).
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43 Sémen sexado

A definicdo do sexo anteriormente a concepcao permite que a
indUstria pecuaria produza melhor proporcéo entre machos e fémeas, para
obter vantagens sobre as limitacdes e influéncias do sexo, proporcionando,
assim, préticas economicamente flexiveis de manejo ao produtor (RATH,
JOHNSON, 2008). Com o advento das biotecnologias reprodutivas, a sexagem
apresenta histérico otimista, porém, repleto de decepcdes (GARNER; SEIDEL
Jr., 2008).

Na primeira metade do século XX, 0s avangos em ciéncias
bioldgicas, especialmente em genética, resultaram em numerosas descobertas,
incluindo a identificacdo dos cromossomos sexuais. Os gametas contém
metade dos cromossomos das células somaticas. Assim, dos 60 cromossomos
da célua somética de bovinos, o espermatozoide (hapldide) possui 29
Cromaossomos autossOmicos mais 0 cromaossomo-X - produzindo fémeas, ou 0
cromossomo-Y — produzindo machos (GARNER; SEIDEL Jr., 2008).

A separacdo dos espermatozOides contendo 0 cromossomo X
daqueles contendo o cromaossomo Y é possivel por meio da deteccéo de pelo
menos uma diferenca fendtipica entre essas células (MOTA, 2004), que pode
se basear em: sensibilidade ao pH (EMMENS, 1960; SHETTLES, 1970), carga
elétrica da superficie da membrana (KNAACK et al., 1973; KANEKO et al.,
1984), morfologia do nicleo e cabega (SHETTLES, 1960, 1961; VAN MUNTER
et al., 1999), antigenos de superficie (KOO et al., 1973, ALl, 1987,
HENDRIKSEN, 1999; BLECHER et al., 1999), velocidade de migracao
(ERICSSON et al., 1973; SARKAR, 1984), diferencas no contetido de DNA e
densidade (MEISTRICH, 1982, apud WINDSOR et al., 1993).

Na década de 80 iniciaram+se, em mamiferos, as tentativas para a
selecao do sexo pela identificacéo das diferencas na quantidade de cromatina
entre 0s espermatozoides com cromossamo X ou Y por citometria de fluxo
(JOHNSON; PINKEL, 1986; JOHNSON et al., 1987). A aplicacio recente de
determinadas metodologias celulares modernas levou ao desenvolvimento de
um sistema de citometria de fluxo capaz de diferenciar e separar
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espermatozdides com cromaossomos X e Y vivos, em guantidades adequadas
para a |A (GARNER; SEIDEL Jr., 2008).

A sexagem de espermatozoides pela citometria de fluxo tem sido
aplicada a uma variedade de espécies mamiferas, incluindo carneiros (CATT et
al., 1996; CRAN et al., 1997; HOLLINGSHEAD et al., 2004; HOLLINGSHEAD
et al., 2001), coelhos (JOHNSON et al., 1989), porcas (JOHNSON et al., 1991,
ABEYDEERA et al., 1998, MARTINEZ et al., 2001ab; MAXWELL et al., 2004),
cavalos (BUCHANAN et al., 2000; LINDSEY et al., 2002), alces (SCHENK;
DEGROOFT, 2003), gatos (POPE et al., 2008), golfinhos (OBRIEN; ROBECK,
2006), humanos (FUGGER, 1999), primatas ndo-humanos (OBRIEN et al.,
2002; OBRIEN et al., 2005; OBRIEN et al., 2003) e cées (MEYERS et al.,,
2008).

Nos bovinos, o espermatozOide com cromossomo X contém,
aproximadamente, 4% mais DNA que 0 espermatozdide com cromossomo Y.
Apesar de ser uma diferenca pequena, € possivel medir o contetido de DNA de
cada um dos espermatozdides com preciséo suficiente para distincdo entre
espermatozdides com cromossomo X e Y (SEIDEL, 2007).

O contetido de DNA do sémen é determinado pelo uso de sondas
fluorescentes. O corante Hoechst 33342 foi escolhido por ser o menos toxico
entre os corantes de DNA com potencial de penetracdo na membrana
plasmatica de células vivas (JOHNSON et al., 1987). Sua acdo € ligar-se,
seletivamente, a regides ricas em DNA, permitindo a deteccao de pequenas
diferencas em seu conteldo (KLINC; RATH, 2006). Assim, 0 espermatozdide
com cromossomo X recebe cerca de 4% mais corante vinculado ao seu DNA,
do que o espermatoziide com cromossomo Y. Tal corante fluoresce quando
exposto a um especifico comprimento de onda de luz, normalmente fornecida
por raio laser. A fluorescéncia € detectada e analisada por computador
fornecendo medida da quantidade de DNA da célula analisada (GARNER,
2006).

A eficacia da sexagem dos espermatozoides ndo depende sO das
relativas diferencas do DNA, mas também da capacidade de orientacdo precisa
desses gametas pelo citdmetro de fluxo (GARNER, 2006).
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Para tanto, 0 processo de sexagem se inicia com a quebra do fluxo
de fludos em poucas gotas, por um cristal piezoelétrico que vibra, formando
cerca de 70.000 a 80.000 gotas por segundo. Cerca de um terco dessas
goticulas contém um espermatozdide, cerca de dois tergos estdo vazias e
algumas gotas contém dois ou mais espermatozoides. A goticula que contém o
espermatozdide com o cromossomo X analisado pelo computador recebe uma
carga e€létrica positiva. A goticula que contém o espermatozdide com o
cromossomo Y recebe uma carga negativa. Se a gota ndo contém nenhum
espermatoziide, espermatozdides danificados, ou  espermatozoides
indistinguiveis em relacdo ao conteldo de DNA, nenhuma carga €
acrescentada (SEIDEL, 2007).

As goticulas, entdo, a uma velocidade de cerca de 80 km por hora,
passam por campos elétricos com um lado positivo e o outro negativo. Dessa
forma, as goticulas positivamente carregadas e contendo o espermatozdide
com cromassomo X, avancam em direcdo ao campo negativo, as goticulas
com 0s espermatozdides com cramossomo Y, negativamente carregados,
avancam em direcdo ao campo positivo, e aguelas com nenhuma carga
seguem em uma terceira direcdo. Deste modo, trés fluxos de gaticulas séo
produzidos e colhidos em tubos diferentes. Ao final do processamento, em
média, obtém-se 20% de espermatoziides com cromossomo X, 20% de
espermatozdides com cromossomo Y e 60% danificados ou ndo sexados por
alguma razéo (SEIDEL, 2007).

A acuracia do processo de sexagem € de, aproximadamente, 90%,
podendo variar entre 87% e 95% dependendo do operador, velocidade e
variagdes individuais do ejaculado (MOCE et al., 2006; FREITAS, 2007).

O método de sexagem pelo citdmetro de fluxo apresenta limitagoes,
pois 0s espermatozdides sdo sexados um de cada vez, ao invés de serem
varios ao mesmo tempo (GARNER, 2006), tornando o processo lento e caro.
Atualmente, a producdo de uma palheta de sémen sexado bovino demora
cerca de 9 minutos, que se traduz em aproximadamente sete palhetas por hora
na concentracio de 2 x 10° espermatozdides por dose (GARNER; SEIDEL,
2008).



REVISAO DE LITERATURA

Além da baixa longevidade desses espermatozdides, frescos e
criopreservados (MOCE et al., 2006), 0 processo de sexagem promove danos
as células, deixando-as mais sensiveis ao processo de criopreservacao
(HOLLINSHEAD et al., 2003). Esses danos ao sémen ocorrem devido ao
estresse quimico e fisico aos quais os espermatozdides sdo expostos durante
a sexagem (SEIDEL, 2003). A avaliacdo da viabilidade espermética revelou
gue alguns danos mecanicos provocados nos espermatozdides (GARNER,
2006; GARNER et al., 2002) levam a menor capacidade de fecundacéo apds a
iInseminacdo artificial (in vivo) ou fecundacdo in vitro, com menores taxas de
desenvolvimento embrionario (SARTORI et al., 2004). Além disso, este
processo pode causar mudancas na membrana do espermatozoide, induzindo-
0 a uma “pré-capacitacdo’, resultando na reducdo da vida Util do sémen
(MAXWELL et al., 1998).

Apesar desses entraves, resultados promissores (SEIDEL Jr. et al.,
1996; SEIDEL Jr. et al., 1997) levaram a comercializacdo do sémen sexado
para a IA Desde que a tecnologia dos protocolos de sincronizacdo sem
necessidade de deteccéo do estro permitiu a IATF, diretrizes para 0 uso do
sémen sexado em associacdo aos protocolos de IATF estdo sendo
desenvolvidas (SALES et al., 2010).

Em experimento com novihas e vacas, Seidel Jr. (2007)
encontraram menores taxas de concepcao com sémen sexado em vacas do
gque em novilhas. Em diversos experimentos, a inseminacdo de novilhas com
sémen sexado resultou em taxas de prenhez de 60% a 90% do que foi
alcancado com sémen convencional congelado (GARNER, 2006; RATH et al.,
2008; GARNER; SEIDEL Jr., 2008; SEIDEL Jr.; SCHENK, 2008; SCHENK et
al., 2009).

Outra abordagem fol realizada para avaliar o local de depaosicéo do
sémen. Em experimento realizado por Seidel Jr. et al. (1996), 0 sémen sexado
foi depositado profundamente no corno uterino ipsilateral ao ovario com o maior
foliculo (determinado por ultrassonografia). De vinte e nove novilhas
iInseminadas, 14 foram diagnosticadas como prenhes com 4 semanas de
gestacao, e 12 (41%) com 8 semanas.
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A viabilidade do sémen fresco, apds processo de sexagem, também
foi estudada. Inseminacdes realizadas dentro de 12h do processo de sexagem
levaram a taxas de concepcdo de 50% (SEIDEL Jr. et al., 1996). Porém, a
fertilidade diminuiu consideravelmente, devido aos processos de sexagem,
refrigeraco e transporte dos espermatozdides, quando as inseminagdes foram
realizadas com 17h ou mais apds a sexagem (SEIDEL Jr. et al., 1997).

Outro fator abordado foi 0 atraso no momento da IA com sémen
sexado. O momento adequado para IA em relacdo ao inicio do estro ou a
ovulacdo, em vacas inseminadas com sémen convencional tem sido estudado
por diversos grupos (RANKIN et al., 1992, PURSLEY et a., 1998;
DRANSHELD et al., 1998; ROELOFS et al., 2006; HOCKEY et al., 2009).
Estudos demonstram que o atraso na IA (mais de 12h apos o inicio do estro)
tende a resultar em melhores taxas de fecundacdo, porém diminui a qualidade
embrionaria quando comparada com inseminacdes realizadas proximas ao
inicio do estro (SAACKE, 2008; DALTON et al., 2001). Portanto, a identificacéo
do melhor momento para a realizacdo da IATF utilizando sémen sexado pode
representar aumento da fertiidade e, assim, a ampla utilizacdo deste
procedimento em rebanhos de leite e corte (SALES et al., 2011).

Melhores resultados tém sido relatados quando a IATF com sémen
sexado foi realizada mais tarde do que o horéario tradicional (SCHENK et al.,
2009; SALES et al., 2010). Além disso, evidéncias mostram gue a inseminacao
com sémen sexado deve ser realizada mais proxima do momento da ovulacéo,
uma Vez gue O processo de sexagem gera uma reduzida mela-vida no trato
reprodutivo da fémea e possivel pré-capacitacdo do espermatozdide
(MAXWELL 2004, VAZQUEZ et al., 2009; PEIPPO et al., 2009).

Uma abordagem para superar as limitagdes do baixo nimero de
espermatoziides produzidos pelo processo de sexagem foi Uutilizar o sémen
sexado na Fecundacgo in vitro (FIV). Experimentos realizados tiveram 90% dos
nascimentos do sexo masculino, porém ndo alcancaram sucesso financeiro,
em funcdo da inviahilidade do uso desta técnica comercialmente (CRAN et al.,
1995). Além disso, embrides bovinos provenientes de sémen sexado tiveram
as expressoes paternas de mMRNA alteradas (MORTON et al., 2007) e
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desenvolveram-se menos gue embrides provenientes de sémen convencional
(LU et al., 1999). Em virtude destes resultados, o uso de sémen sexado bovino
na FIV também precisa ser otimizado, para que possa expandir sua utilizagido
(GARNER, SEIDEL, 2008).

4.4  Uilizagdo de sémen sexado em programas de superovulacéo para
producdo de embrides

O sexo do bezerro € um dos fatores determinantes para o
desempenho da bovinocultura. Em fazendas produtoras de leite, o bezerro
macho tem pouco ou nenhum valor zootécnico, ja em fazendas comerciais de
corte, este se torna mais interessante devido ao seu maior potencial de
producdo. A producdo em escala comercial, de doses de sémen com
espermatozoiides portadores do cromaossomo X ou Y, aumentara os beneficios
da utilizacdo da 1A, conferindo-lhe papel decisivo no progresso genético entre
geracbes, de acordo com as necessidades de cada programa de
melhoramento genético e com a aptiddo do rebanho (LIMA, 2006; BARUSELLL,
et al., 2007).

Diversos estudos tém sido realizados avaliando o uso de sémen
sexado na IA ou IATF (SEIDEL, et al., 2008, DEJARNETTE et al., 2008;
BORCHERSEN et al., 2009; SCHENK et al., 2009; SALES et al., 2010), porém,
poucos trabalhos tém relatado a producéo de embrides provenientes de sémen
sexado em protocolos de superovulacdo. Nestes trabalhos, o nimero de
embrides transferiveis recuperados de doadoras inseminadas com sémen
sexado, tem sido menor que aqueles obtidos de doadoras inseminadas com
sémen convencional (PEIPPO et al., 2009; LARSON et al., 2010; SARTORI et
al., 2004; SCHENK et al., 2006).

Em estudo recente, Peippo et al. (2009) avaliaram a producdo de
embrides em novilhas e vacas da raga Holandesa inseminadas com sémen
sexado (cromossomo X; 2 milhdes de esptz/dose) e sémen convencional (15
milhGes de esptz/dose). As superovulagbes foram induzidas com oito doses
decrescentes de FSH (dias 8-12 do ciclo estral), e as inseminagdes realizadas
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12h apGs o inicio do estro. Foi verificado que nos grupos inseminados com
sémen convencional, foram produzidos 655% e 64,5% de embrides
transferiveis para novilhas e vacas, respectivamente. Porém, nos grupos
inseminados com sémen sexado, obtiveram 53,9% e 21,1% de embribes
transferiveis em novilhas e vacas, respectivamente. A proporcao de embrides
transferiveis (do sexo feminino) produzidos, aproximadamente dobrou quando
as inseminacdes foram realizadas com espermatozdides sexados comparado
as inseminagbes com sémen convencional (96,4% vs. 41,1% em novilhas e
81,1% vs. 39,8% em vacas).

Sartori et al. (2004) realizaram experimento para determinar as taxas
de fecundacéo e a qualidade dos embrides em novilhas da raca Holandesa
superovuladas e inseminadas com duas doses diferentes de sémen sexado Vs.
sémen convencional. Os animais foram sincronizados com  dispositivo
intravaginal de progesterona - CIDR® (DO - DY) associado a inje¢io de BE
(25mg) no D1, e administracdo de PGFy (25mg) 12h apds a retirada do
CIDRP. As fémeas foram superovuladas (D6 — D9) com 8 doses decrescentes
de FSH (300mg) em intervalo de 12h. As inseminacdes foram realizadas apds
a deteccao do cio, em diferentes momentos, conforme os grupos: S20-1X (1A
12h, com 20 milhGes esptz sexados); S10-2X (IA 12 e 24h, com 10 milhdes
esptz sexados cada) e U10-2X (IA 12 e 24h, com 10 milhGes esptz nao-
sexados cada). O nimero e o percentual de embrides viaveis recuperados
foram semelhantes entre os grupos S20-1X e S10-2X (63,5% e 61,9%), porém
menores do que no grupo U10-2X (90,9%).

O alto percentual de odcitos ndo fecundados provenientes de
doadoras inseminadas com sémen sexado € fator recorrente. Em novilhas e
vacas inseminadas com sémen sexado foram encontradas proporgdes de 21,1
e 56,0% de odcitos ndo fecundados, € nos grupos controle (Sémen
convencional) 10,6% e 14,4%, respectivamente. Consequentemente, vacas
iInseminadas com sémen sexado produziram menores proporgoes de embrides
transferiveis e maiores propor¢des de odcitos ndo fecundados que vacas
iInseminadas com sémen convencional (PEIPPO et al., 2009).
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Em outro estudo, Schenck et al. (2006) avaliaram o efeito do tipo de
sémen (sexado vs. convencional) e de diferentes doses de sémen sexado na
quantidade e qualidade de embrides produzidos em vacas e novilhas de corte,
e em novilhas de leite superovuladas. Em vacas e novilhas de corte, verificou-
Sse que O grupo inseminado com sémen convencional apresentou maior
porcentagem de embribes (69%), quando comparado aos grupos que
receberam sémen sexado com 10 x 10° esptz/dose (49%) e com 2 x 10°
esptz/dose (40%). Ja com novilhas de leite, 0 nimero de embrides transferiveis
foi menor no grupo que recebeu sémen sexado na dose de 2 x 10° esptz/dose
comparado com o grupo que recebeu sémen convencional na dose de 40 x 10°
esptz/dose. Porém, o grupo que recebeu sémen sexado na dose de 10 x 10°
esptz/dose apresentou numero similar de embrides transferiveis comparado ao
grupo que recebeu sémen convencional na dose de 40 x 10° esptz/dose.

Quando doadoras foram inseminadas com sémen sexado 12 e 24h
apGs a deteccdo do estro, o nimero de embrides transferiveis foi maior
comparado com as doadoras que receberam apenas uma dose de sémen
sexado (SCHENK et al., 2006), indicando que duas inseminagdes com sémen
sexado foram mais eficazes do que apenas uma, para atingir producao de
embrides similares aguelas do sémen convencional. Com base em
experimentos comparando 0 numero de inseminacbes, mais embrides
transferiveis resultaram de mditiplas inseminages (DONALDSON, 1985).

Larson et al. (2010) verificaram a hipdtese de que quatro
inseminagdes com sémen sexado (2,1 x 10° esptz por palheta de 0,25mL) em
doadoras superestimuladas produziriam um percentual e quantidade de
embrides transferiveis similar ao alcancado com sémen convencional. O
nimero total de embrides por colheita foi similar entre os tratamentos
convencional e sexado (10,9 + 1,8 vs. 10,5 + 1,6), mas 0 nimero de embrides
Grau 1 foi maior para o convencional (4,3 = 0,8 vs. 2,3 £ 0,7). Contrariamente,
0 numero medio de odcitos ndo fecundados foi maior para o sexado (5,6 + 1,0
vs. 3,0 +1,2). Além disso, os autores relataram que as taxas de fecundacdo e o
percentual de embrifes transferiveis foram afetados pela época do ano e pela
doadora. Os autares concluiram gue doadoras superestimuladas inseminadas
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guatro vezes com sémen sexado tiveram menos embrides Grau 1 e mais
odcitos ndo fecundados que aquelas inseminadas com sémen convencional.
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5 MATERIAL E METODOS
51 Animais

Foram utilizadas dezesseis (n=16) fémeas bovinas multiparas da
raca Nelore (Bos indicus), puras de origem (PO; FHgura 1), comidade entre 4 e
10 anos. Os animais apresentavam escore de condicao corporal entre 3,5a 4,5
(escalade 1 a5, onde 1 = muito magra e 5 = muito gorda) e pos-parto superior
a 40 dias. Todas as doadoras estavam ciclando, o que foi verificado pela
presenca de CL no primeiro dia do protocolo de superovulacdo, avaliado por
exame ultrassonografico.

03/12/2009

Fgura 1 — Doadoras da raca Nelore da Fazenda Séo Luis Eldorado — PR.

52 Instalacdes e manejo nutricional

O experimento foi realizado no periodo de novembro de 2009 a maio
de 2010, na fazenda S&o Luis Hdorado, localizada no municipio de Santa
Helena, no centro da Costa Oeste do estado do Parana, as margens do lago de
Itaipu, a uma latitude 24°51'37" sul e a uma longitude 54°19'58" oeste, estando
a uma altitude de 258 metros.

Os animais foram mantidos sob as mesmas condicdes de ambiente
e dimentacdo, em sistema extensivo, com livre acesso a agua, €
suplementacdo mineral ad libitum em cocho coberto, de acordo com as
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exigéncias de manutencdo e producdo, fornecidas pelo NRC (2001). Os
procedimentos com os animais foram aprovados pela comisséo de ética e
experimentacdo animal da Universidade Estadual do Maranhdo (Processo
28/2010).

53 Delineamento experimental

Os anmais (n=16) foram homogeneamente divididos em quatro
grupos experimentais, de acordo com o momento da IATF (12 e 24 vs. 18 e
30h apos a administracdo de pLH) e o tipo de sémen utilizado [convencional
(20 x 10° esptz/dose) vs. sexado (2 x 2,1 = 4,2 x 10° esptz/dose)]. Os grupos
foram divididos da seguinte forma: IATF com sémen convencional 12 e 24h
(GSC12/24); IATF com sémen convencional 18 e 30h (GSC18/30); IATF com
sémen sexado 12 e 24h (GSS12/24) e IATF com sémen sexado 18 e 30h
(GSS18/30).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x2, sendo que todos os animais, em suas respectivas categorias,
foram submetidos a todos os tratamentos (delineamento “cross-over’) numtotal
de quatro réplicas, com intervalo de 42 dias entre réplicas e 16 repeticdes por
tratamento, objetivando minimizar os efeitos individuais sobre o resultado final.

54 Protocolo para superovulacdo e inseminagdo artificial em tempo
fixo

As doadoras foram sincronizadas com dispositivo intravaginal de
progesterona (Pz; 1 gr; Sincrogest®, Ouro Fino Satide Animal, Brasil) durante 7
dias. No dia de insercéo do dispasitivo (Dia 0 = DO; manhd) fol administrado
2,0mg de Benzoato de Estradiol por via intramuscular (i.m.; BE; Sincrodiol®,
Ouro Fno Saude Animal, Brasil). Entre o D4 e D7, todas as doadoras foram
tratadas com oito subdoses decrescentes de FSH (tatalizando 133mg i.m;;
Folltropin-V®, Bioniche Animal Health, Canadd) com intervalos de 12h, para
superestimulacao do crescimento folicular (Quadro 1).
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Quadro 1 — Protocolo para suPerestirmIagéo do crescimento folicular em
doadoras da raca Nelore, com aplicacéo de 133mg de FSH.

Dia do protocolo Manha (7:00 horas) Tarde (19:00 horas)
D4 20% dadose total de FSH  20% da dose tatal de FSH
D5 15% da dose tatal de FSH ~ 15% da dose tatal de FSH
D6 10% da dose tatal de FSH ~ 10% da dose total de FSH
D7 S%dadosetaal de FSH 5% da dose total de FSH

No D6 (manhé& e tarde), todos os animais receberam a aplicacao de
PGFx (0,53mg i.m.; Sincrocio®, Ouro Fino Salde Animal, Brasil) apds cada
aplicacdo de FSH. Na ultima dose de FSH (D7; tarde) o dispaositivo de P, foi
removido. No D8 (manhd), 12h apbs a retirada do dispositivo, as doadoras
receberam a administracio de pLH (25mg i.m; Lutropin-V®, Bioniche Animal
Health, Canada). As doadoras dos grupos GSC12/24 e GSS12/24 foram
inseminadas com sémen convencional e sexado, respectivamente, 12 e 24h
apos a administracdo de pLH (Fguras 2 e 4). Nos gupos GSC18/30 e
GSS18/30 as  inseminagbes com sémen convencional e sexado,
respectivamente, ocorreram 18 e 30h apGs a administracéo de pLH (FHguras 3
e 5). As inseminacOes foram realizadas com sémen proveniente do mesmo
touro da raca Nelore (Jamanta C2569 DA MN MANA/Sexing-Lagoa
Technologies) e mesma partida (08/06/09), cujo e€jaculado foi dividido
proporcionalmente para produzir sémen sexado e convencional. A colheita das
estruturas embrionarias foi realizada pelo método n&o-cirtrgico de lavagem
uterina sete dias apds a aplicagdo do pLH, sempre pelo mesmo veterinario.
Neste mesmo dia, todas as doadoras receberam a aplicacéo de PGF2, (0,53mg
i..m.; Sincrocio®, Ouro Fino Satide Animal, Brasil).
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Legenda: US — AvaliacBes ultrassonograficas.

Fgura 2 — Representacéo esquemética do protocolo de superovulacéo utilizado
nos grupos sémen convencional e sexado, com inseminagoes
realizadas 12 e 24h ap6s a administracdo de pLH (GSC12/24 e

GSS12/24).
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Legenda: US — AvaliagOes ultrassonogréficas.

Fgura 3 — Representacdo esquemética do protocolo de superovulacéo utilizado
nos grupos sémen convencional e sexado, com inseminagdes
realizadas 18 e 30h apos a administracdo de pLH (GSC18/30 e

GSS18/30).
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55 Avaliagfes ultrassonograficas

Foram redlizados exames ultrassonogréficos (Mindray® DP 2200
VET, China) com transdutor transretal linear de 7,5MHz, no DO, para aferir a
ciclicidade das doadoras, verificada pela presenca de CL. Posteriormente,
outra avaliacdo foi efetuada no inicio do tratamento superovulatorio (D4) para
guantificar os foliculos = 2mm de diametro. A resposta a superestimulacdo do
crescimento folicular foi aferida no D8 pela contagem dos foliculos
potencialmente ovulatérios (= 8mm). A partir do D9 foi acompanhada por 36
horas (12/12h) a dinamica folicular para avaliacéo do nlmero, e determinacéo
do momento das ovulagdes. Foi considerada ovulacdo quando um foliculo =
8mm, previamente observado, ndo estivesse mais presente na avaliacdo
subsequente. O momento da ovulacdo foi considerado pelo momento em cada
intervalo das avaliagfes ultrassonograficas (entre o D9 e D10, em intervalos de
12 horas: 24, 36, 48 e 60 apos a administracéo de pLH) e a média determinada
pela média ponderada das ovulaces neste mesmo periodo.

56 Avaliagdo das taxas de ovulacdo e de recuperacao das estruturas
embrionérias

As taxa de ovulacao foi calculada pela soma de todas as ovulagbes
ocorridas entre o DO e D10, dividido pelo nimero de foliculos potencialmente
ovulatorios (= 8mm) detectados pela ultrassonografia no D8, e o valor obtido foi
multiplicado por 100.

A taxa de recuperacdo de estruturas embrionarias foi obtida pelo
ndmero de estruturas embriondrias recuperadas no D15, dividido pelo nimero
de ovulagbes detectadas ultrassonograficamente no D10, e o valor obtido foi
multiplicado por 100.
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5.7 Colheita e avaliacdo das estruturas embrionérias

As estruturas embrionérias (odcitos ndo fecundados/embrides) foram
colhidas sete dias apds administracdo de pLH, pelo método n&o cirdrgico de
lavagem uterina, procedimento este, sempre realizado pelo mesmo veterinario.
Para tanto, foi utilizado 1000mL de Dulbeccos Phosphate Buffered Saline
(DPBS - Hush®, Nutricell) suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB;
Nutricell Nutrientes celulares, Brasil). O TQC Holding® (Bioniche Animal Health,
Canadd) foi utilizado como meio de manutencdo dos embrides. As estruturas
embrionarias (odcitos ndo fecundados, embribes transferivels, congelaveis e
degenerados) foram quantificadas para o calculo da taxa de recuperacéo. Os
embrides viaveis foram classificados de acordo com os padrdes de morfologia
estrutural da International Embryo Transfer Society (IETS, 1998). Foram
aferidas a quantidade e qualidade de embrides transferiveis (graus 1, 2e 3) e
de embrides congelaveis (graus 1 e 2) por tratamento.

5.8 Breve descricao do procedimento de sexagem

Apos a colheita de sémen, o ejaculado obtido foi dividido, sendo uma
parte sexada e criopreservada e outra parte apenas criopreservada. O
procedimento de sexagem foi realizado no Laboratdrio da Sexing Technologies,
na CRV Lagoa, Sert&ozinho — SP.

Os espermatozoides foram carados com 112.5M Hoechst 33342, em
concentragiio de 160 x 10° espermatozdides/mlL, incubados a 34°C durante 45
minutos, cuja funcéo foi penetrar na membrana celular e ligar-se a regides
especificas do DNA. Em seguida, ocorreu a filtragem em unidade gravitacional
aravés de fitro de 50 pm (CellTrics® #04-0042-2317; Partec GmbH,
Alemanha), para remocdo de debris ou espermatozdides aglutinados, formando
uma soluggio final com concentrac&o de 80 x 10° espermatozdides/mL.

A separacdo das células espermaticas contendo 0 cromossomo X,
foi redlizada em citmetro de fluxo MoF0®SX (DakoCytomation, Sexing
Technologies, EUA), submetidos a 150mW de intensidade do laser, com 85
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9% de acurécia. Para classificacdo dos espermatozdides o equipamento
operou com menacs de 35 psi e aproximadamente 40 mil eventos/s, resultando
em taxas de triagem que variaram de 5000-8000 espermatozdides/s.

Apos a andlise, foi adicionado diluidor Tris (20% de gema de ovo e
6% de gliceral) ao sémen, sendo, entdo, envasado em palhetas de 0,25mL de
cloreto de polivinil (sexados = 2,1 x 10° espermatozdides/palheta ou ndo
sexado = 20 x 10° espermatozdides/palheta), seguindo para criopreservacao.

5.9 Andlise estatistica

As analises de interacbes foram readlizadas para avaliagdo dos
efeitos principais de cada fator. As medidas de tendéncia central (média + epm)
foram analisadas pelo teste de média e as comparacles entre proporgdes pelo
teste de Qui-quadrado exato de Hsher. Empregou-se para as andlises o
programa estatistico SAS for Windows Verséo 9.2 (SAS Institute Inc.,USA).

O momento das ovulagOes foi analisado pela ANOVA para medidas
repetidas utilizando o procedimento GLM, utilizando-se, no modelo estatistico,
os efeitos de doadora e tratamento. Os dados estéo apresentados como
médias e erro padréo damédia (+ epm).

Os dados foram analisados quanto a normalidade residual e
homogeneidade de variancia pelo Guia de Analise de Dados. A transformagao
de dados (LoglOX ou SQRT X) foi empregada sempre que necessario. A
distribuicdo Poisson foi assumida para as variaveis de resposta categérica. O
procedimento GLIMMIX foi utilizado, com o efeito de doadoras como um efeito
aleatdrio. O modelo estatistico foi utilizado para analisar 0 nimero total de
estruturas embrionarias recuperadas, oocitos nao fecundados, embrides tatais,
transferiveis, congelaveis e degenerados, doadora e tratamento. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.
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6 RESULTADOS
6.1 Respostafolicular, taxa de ovulacao e distribuicao das ovulactes

Quatro doadoras (n=4) foram excluidas da andlise estatistica por
nao apresentarem resposta satisfatdria ao protocolo de SOV (< 1 corpo Itteo
no D15 ou nenhuma estrutura embriondria recuperada). Desta forma, os
resultados apresentados sao referentes a doze animais por grupo
experimental.

Todos os grupos apresentaram, quando analisados conjuntamente,
474 + 31 fdliculos (= 2mm) por doadora no inicio no tratamento
superovulatdrio (D4). No mesmo sentido, observou-se resposta a
superestimulacdo do crescimento folicular com FSH, obtendo-se 13,0 = 2,1
foliculos potencialmente ovulatérios (= 8mm; D8) por doadora. O numero de CL
e a taxa de ovulacdo foram de 8,4 + 1,4 e de 61,2 + 3,1%, respectivamente, e
as ovulaces ocorreram 39,3 + 1,3h apos a administracéo de pLH. A taxa de
ovulacdo de acordo com 0 momento de sua observacdo apds a inducdo com
pLH foi de: 7,6% (31/407) as 24h, 47,4% (193/407) as 36h, 28,0%(114/407) as
48h e 17,2% (70/407) as 60h (Gréfico 1).

A andlise conjunta dos grupos experimentais foi possivel, pois, os
tratamentos utilizados foram idénticos até o momento da inducéo da ovulacao.

6.2 Recuperacao das estruturas embrionarias
A taxa de recuperacdo das estruturas embriondrias  foi
respectivamente: 484 + 13,706 para 0 GSC12/24; 62,7 + 13,6% para 0

GSC18/30; 28,2 + 9,29 para 0 GSS12/24 e 37,2 + 7,0% para 0 GSS18/30 (P >
0,05; Gréfico 2).
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Grafico 1 — Distribuicdo das ovulagdes sincronizadas apos a administracdo de
pLH em doadoras da raca Nelore. Santa I-aoeor?a —PR, 2010.
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Gréfico 2 — Taxa de recuperagdo das estruturas embrionarias obtidas das
doadoras pertencentes aos grupos GSC12/24, GSC18/30,
GSS12/24 e GSS18/30. Santa Helena - PR, 2010.
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O total de estruturas embrionarias recuperadas, odcitos nao
fecundados, morula, blastocisto inicial, blastocisto, embrides transferiveis,
congelaveis e degeneradaos, estéo apresentados na Tabela 1 (P> 0,05).

Tabela 1 — Estruturas embriondrias obtidas das doadoras pertencentes aos
grupos GSC12/24, GSC18/30, GSS12/24 e GSS18/30 (P > 0,05).
Santa Helena - PR, 2010.

Variéveis Analisadas Grupos Experimentals

GSCl12/24 GSC18/30 GSS12/24 GSS18/30
Total de estruturas 29+11 34+08 26+12 41+13
Odcitos ndo fecundados 00+00 01+01 1712 04+02
Morula 15+07 16+05 02+01 11+07
Blastocisto inicial 01+01 0704 02+02 03+0,2
Blastocisto 07+04 04+02 02+01 08%06
Embrides transferiveis 26+x10 2707 05+03 22+10
Embrides congelaveis 24+10 27+07 05+03 20+10
Degenerados 03+01 07+04 04+03 15%08

N&o foram verificadas diferencas entre os grupos (P > 0,05), no
entanto, 0 GSS18/30 apresentou numericamente mais estruturas embrionarias
totais, embrides transferiveis e congelaveis que 0 GSS12/24 (Gréfico 3).

Além disso, o GSS18/30 apresentou resultados numericamente
superiores para morula e blastocisto em comparacéo ao GSS12/24 (Gréfico 4).

O grupo GSS12/24 produziu numericamente menos embrides
degeneradaos e mais odcitos ndo fecundados que 0 GSS18/30 (Gréfico 5).
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Gréfico 3 — NUmero de estruturas embriondrias, embrides transferiveis e
congelaveis obtidos das doadoras pertencentes aos grupos
GSC12/24, GSC18/30, GSS12/24 e GSS18/30. Santa Helena -
PR, 2010.
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Gréfico 4 — NUmero de morula, blastocisto inicial e blastocisto, obtidos das
doadoras pertencentes aos grupos GSC12/24, GSC18/30,
GSS12/24 e GSS18/30. Santa Helena — PR, 2010.
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Gréfico 5 — NUmero de estruturas embrionarias, embrides degenerados e
odcitos ndo fecundados obtidos das doadoras pertencentes aos
grupos GSC12/24, GSC18/30, GSS12/24 e (GSS18/30. Santa
Helena - PR, 2010.

Como néo foi verificada interacdo entre os tratamentos, foi possivel
avaliar os efeitos principais (tipo de sémen: convencional vs. sexado e
momento da inseminagdo: 12 e 24 vs. 18 e 30h apds a administracéo de pLH).
Assim como entre os grupos (GSC12/24 vs. GSC18/30 vs. GSS12/24 vs.
GSS18/30), ndo fai verificado diferenca para nenhuma das variaveis analisadas
(tipo de sémen: convencional vs. sexado e momento da inseminacdo: 12/24 vs.
18/30h; P >0,05). Os resultados estao sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Efeito do tipo de sémen (convencional vs. sexado) e do momento da inseminacao (12 e 24 vs. 18 e 30h apds a
administracdo de pLH) na producdo de estruturas embrionarias de doadoras da raca Nelore (Bos indicus)
superovuladas. Santa Helena - PR, 2010.

Efeitos Principais

Efeitos (P > 0,05)

Variaveis Analisadas Tipo de Sémen Momento IA
Convencional Sexado 12-24h 18-30h Sémen Momento IA  Interacéo
Total de Estruturas 3,2+0,7 3,3+0,9 2,8+0,8 3,8+0,8 0,6346 0,5470 0,7905
Oocitos nédo fecundados 0,0 £ 0,0 1,0+ 0,6 0,8 +0,6 0,3+0,1 0,4665 0,4079 0,2379
Mérula 1,5+0,4 0,6 +0,4 0,8+0,4 1,3+0,4 0,2090 0,5818 0,4679
Blastocisto inicial 0,4+0,2 0,2+0,1 0,1+0,1 0,5+0,2 0,4947 0,1583 0,6694
Blastocisto 0,5+0,2 0,5+0,3 0,4+£0,2 0,6 £0,3 0,8676 0,5336 0,2331
Blastocisto expandido 0,2+£0,2 0,0 £ 0,0 0,2+£0,2 0,0 £ 0,0 0,2332 0,4667 0,5144
Embrides transferiveis 2,6 £ 0,6 1,3+0,5 1,5+0,6 2,4+0,6 0,2194 0,4769 0,3883
Embrides congelaveis 2,5+0,6 1,3+0,5 1,5+0,6 2,3+£0,6 0,1604 0,3785 0,3328
Degenerados 0,5+0,2 1,0+x0,4 0,4+0,1 1,1+0,4 0,3345 0,1119 0,5947
Taxa de ovulacéo 60,8 £ 4,1 61,7 £ 4,7 57,1+5,0 65,4 £ 3,6 0,7730 0,3906 0,4381
Taxa de recuperacao de 55,5+ 9,5 32, 75,7 38,3 8,3 50,0+ 7,9 0,1670 0,7036 0,9421

estruturas embrionarias
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7 DISCUSSAO

A associacdo de E; e P4 proporcionou a presenca de foliculos =
2mm no inicio do tratamento superovulatorio, assim como descrito em outros
estudos, que postulam que o tratamento com progestageno associado ao
estradiol, em bovincs, provoca atresia do foliculo dominante, e resuita na
emergéncia de nova onda de crescimento folicular 3 a 4 dias apds (ADAMS et
a., 1994; BO et a., 1995). Da mesma forma, a superestimulacdo do
crescimento folicular com FSH induziu foliculos = 2mm a atingirem o diametro
de 8mm (foliculos potencialmente ovulatorios; 13,0 £ 2,1 foliculos/doadora) ao
final do tratamento.

Os indutores de owvulagdo, quando administrados ao final do
tratamento com P4, E; € PGy, sincronizam a ovulacdo dos foliculos = 8mm
presentes gue responderam a superestimulacéo, possibilitando o emprego da
|ATF (BARUSELLL, 2004). No mesmo sentido, no presente estudo, a aplicacao
de pLH 12 horas apds a retirada do dispaositivo de P4 induziu e sincronizou as
muitiplas ovulagBes nos quatro grupos experimentais.

O conhecimento do momento da ovulagcao e sua variabilidade sao
importantes para as estratégias de inseminacdo, sendo Vitais para determinar o
momento ideal para realizar a IA. Este momento deve favorecer o acesso do
espermatozdide ao odcito recém-ovulado. Do contrario, ignorar o tempo de
transporte dos espermatozdides no trato reprodutivo feminino, levara ao risco
dos gametas masculinos encontratem um odcito envelhecido (SAACKE, 2008).
Conforme verificado em doadoras Bos indicus, o intervalo médio entre a
administracdo de pLH e as ovulagdes é de 30 a 32,8h variando de 24 a 60h
apos a administracdo de pLH (revisado por BARUSELLI et al., 2006;
MARTINS, 2007). No presente estudo, também com doadoras Bos indicus, a
maioria das ovulagbes ocorreu entre 36 e 48h apos a administragéo de pLH
(39,3 £ 1,3n), o que indica que as inseminagdes realizadas 18 e 30h foram
mais proximas das ovulagdes do que as realizadas 12 e 24h.

A importancia de realizar as inseminagbes préximas do momento
das ovulagbes nos programas de SOV que utilizam espermatozodides sexados
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se deve, principalmente, a qualidade inferior do sémen sexado comparado ao
convencional. O processo de sexagem espermética resulta em alguns danos
ao espermatozoide que provavelmente comprometem a fecundacdo do odcito
(SARTORI et al., 2004; SEIDEL; GARNER, 2002). Dentre eles, pode-se
mencionar: reducdo da vida funcional (LU et al., 2004; MAXWELL, 2004;
PEIPPO et a., 2009), “pré-capacitacdo’ e reduzido numero de
espermatozdides nas palhetas em comparacdo com 0 sémen convencional
(VAZQUES, et al., 2009; SCHENK et al., 2009). Além disso, no teste de termo-
resisténcia 0 sémen sexado apresentou declinio mais acelerado de matilidade
comparado ao sémen convencional (RATH et al., 2003).

Melhores resultados tém sido relatados quando as inseminacdes
com sémen sexado foram redlizadas mais tardiamente do que as
tradicionalmente recomendadas para IATF (SALES et al., 2010). Em trabalhos
recentes, esse conceito tem sido suportado pelo aumento nas taxas de
prenhez quando o sémen sexado foi utilizado 16-24h (SA FILHO et al.; 2010) e
18-24h (SCHENK et al., 2009) apGs o inicio do estro ou quando as
inseminacBes foram realizadas proximas da ovulacéo (HOCKEY et al., 2009;
NEVES, 2010).

O efeito do atraso em 6h na IATF com sémen sexado foi estudado
em novilhas ciclicas da raca Jersey (CREPALDI et al., 2009) e em vacas da
raca Nelore em lactacdo (SOUZA et al., 2008). Nas duas racas e categorias
ocorreu aumento na taxa de prenhez quando a inseminagdo com sémen
sexado foi realizada as 60h em comparacdo aquelas realizadas as 54h apds a
retirada do dispositivo de Ps. De forma complementar, Schenk et al. (2009)
obtiveram maior taxa de prenhez ao inseminar novilhas com sémen sexado,
67-68h apds a remocio do CIDR®. Estes resultados obtidos em programas de
|ATF sugerem a necessidade de atrasar também o momento da inseminacéo
com sémen sexado nos protocolos de SOV (DALTON et al., 2000; SARTORI et
al., 2004).

No presente estudo, 0 atraso em 6 horas (de 12/24 para 18/30h
apoés a inducdo da ovulacdo) promoveu uma sincronizacdo mais apropriada
entre a IATF e 0 momento da owvulacdo, que ocorreu 39,3 + 1,3h apds a
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aplicacéo de pLH. Este resultado - de acordo com os trabalhos supracitados -
poderia favorecer o desempenho do espermatozdide sexado. Porém, a
hipbtese de que o atraso em seis horas na IATF com sémen sexado em
protocolos de superovulacao resulta em aumento na producdo de embribes
obtidos de doadoras da raca Nelore ndo fol confirmada. N&o foram verificadas
diferencas na producdo de estruturas embrionarias, embrides transferiveis e
congelaveis entre as doadoras inseminadas com sémen sexado 18-30 ou 12-
24h apds administracdo de pLH.

Este resultado pode estar relacionado a utilizacdo de um reduzido
ndmero de animais, levando a considerar que tenha sido baixo o suficiente
para gerar andlise estatistica limitada dos dados. Desta forma, ndo foi possivel
verificar as possiveis diferencas entre os tratamentos e consequentemente,
subestimar os resultados.

Da mesma forma, também néo foram verificadas diferencas para as
variaveis supracitadas ao analisar os efeitos principais (tipo de sémen e
momento da inseminacdo). Estes resultados diferem de outros, onde a
utilizacdo de sémen sexado em programas de superovulacdo tem gerado
producdo inferior de embrides transferiveis, comparado aos resultados obtidos
com sémen convencional (PEIPPO et al., 2009; LARSON et al., 2010; SA
FILHO et al., 2010; SARTORI et al., 2004; SCHENK et al., 2006).

Os danos provocados ao sémen sexado aliados a inseminagdes
realizadas em momento inadequado, ou seja, mais distantes das ovulagoes,
podem explicar, no presente estudo, a Maior — MeESMO que humérica —
guantidade de odcitos néo fecundados recuperados no GSS12/24 em relacéo
ao GSS18/30. Este resultado pode ser indicativo de que a IATF com sémen
sexado (de menor viabilidade), realizada mais proxima das ovulagdes, permitiu
maior fecundacdo e, desta forma, menor recuperacdo de odcitos nao
fecundados no GSS18/30. Maiores quantidades de odcitos ndo fecundados
resultantes de protocolos de SOV podem estar associadas a0 momento
inadequado da IATF (SARTOR et al., 2004; SCHENK et al., 2006; PARANACE
et al., 2003).
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Porém, ndo foram verificadas diferencas na producéo de odcitos ndo
fecundados entre os diferentes grupos experimentais (GSC12/24, GSC18/30,
GSS12/24 e GSS18/30). Este resultado difere de outros estudos, nos quais os
autores verificaram aumento significativo no nimero de odcitos néo fecundados
recuperados de doadoras superovuladas e inseminadas com sémen sexado
em relagdo as inseminadas com sémen convencional (SARTORI et al., 2004;
SCHENK et al., 2006). Peippo et al. (2009) encontraram maior proporcao de
oocitos ndo fecundados em novilhas (11%) e vacas (42%) que foram
inseminadas com sémen sexado comparado as inseminadas com sémen
convencional.

Varios autores afirmaram que o nimero de espermatozdides por
palheta e o local de deposicao do sémen no trato genital feminino, Ndo séo os
fatores que determinaram a maior quantidade de odcitos ndo fecundados
obtidos de doadoras submetidas ao protocolo de SOV com sémen sexado
(SARTOR et al., 2004; SCHENK et al., 2006; PEIPPO et al., 2009; LARSON et
al., 2010). O presente estudo corrobora com estes autores, ja que 0 nimero de
embrides ou de odcitos ndo fecundados ndo foi afetado pela dose inseminante
— uma vez que foi utilizada a mesma dose de sémen sexado nos GSS12/24 e
GSS18/30.

De forma semelhante, outros estudos revelaram que inseminagoes
mditiplas de 2,1 x 10° espermatozdides em 12 e 24 h podem ter mantido
ndmero adequado de espermatozoides no trato reprodutivo para fecundar o
0dcito na mesma. proporcao que doses maiores (20 x 10° esptz/ml; SCHENK
et a., 2006). Da mesma forma, DeJarnette et al. (2008) nao encontraram
aumento significativo nas taxas de prenhez com 3,5 ou 5 x 10° esptz por dose
comparado a 2,1 x 10° esptz por dose em novilhas e vacas submetidas a IATF.
Recentemente, Larson et al. (2010) utilizaram quatro inseminacdes com sémen
sexado (= 2,1 x 10° esptz/mL) apds a superovulacdio, e ndo conseguiram
aumentar a producéo de embrides e a taxa de fecundacéo apGs 0 aumento no
ndmero de espermatozoides.

Contrariamente ao verificado no nimero de odcitos ndo fecundados,
0 nimero de embrides degenerados foi maior, mesmo gue numericamente,
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para 0 GSS18/30 em comparacéo ao GSS12/24. Pode-se deduzir que este
resultado foi devido a maior fecundacéo quando a IATF com sémen sexado foi
realizada 6 horas mais tarde, porém, em funcdo dos danos provocados ao
espermatoziide no processo de sexagem, esta maior fecundacdo resultou em
maior nUmero de estruturas degeneradas. Sartori et al. (2004) encontraram
aumento no percentual de embrides degenerados Nos grupaos inseminados com
sémen sexado, quando foram analisadas estruturas fecundadas. Esses
achados foram ainda associados a baixa taxa de fecundacdo do sémen
sexado, 0 que provocou diminuicdo no numero de embrides viaveis
recuperadaos.

Diante das adversidades provocadas pelo processo de sexagem,
torna-se necessario o desenvolvimento de melhores sistemas para a sexagem
de espermatozOides. Espera-se que com a evolucdo da técnica, ocorra
diminuicdo no custo (GARNER, SEIDEL, 2008) e aumento na fertilidade do
sémen bovino sexado (AMAN; SEIDEL, 1982). Larson et al. (2010) utilizaram
sémen sexado a 50 psi de pressao, e afirmaram que esta pressao No Processo
de sexagem € mais prejudicial ao espermatozoide do que 40 psi. A reducédo da
pressédo fluidica de 50 para 40 psi (ou menacs), para a sexagem espermética,
aumentou as taxas de prenhez com sémen sexado da maioria dos touros
(SCHENK et al., 2009), e foi consideravelmente menos nociva, 0 que foi
verificado pelo aumento na proporcdo de espermatozdides sexados viaveis
(SUH et al., 2005).

Com os avangos na técnica de sexagem, sera possivel a olbtencdo
de resultados semelhantes ou préoximos dagueles obtidos com sémen
convencional. De acordo com Peippo et al. (2009), que avaliaram a producdo
de embribes em novilhas e vacas da raca Holandesa superovuladas, a
qualidade dos embribes apds a fecundacdo bem sucedida com
espermatozOides sexados € semelhante a qualidade dos embribes
provenientes de sémen convencional. No mesmo estudo, a propor¢do media
de embrides de qualidade 1, entre os embrides transferiveis, ndo foi
significativamente diferente entre oS grupos que foram inseminados com
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sémen sexado e 0s grupos inseminados com sémen convencional, tanto em
novilhas quanto em vacas.

Apesar da semelhanca na producdo de embribes transferiveis e
congelaveis obtidos de doadoras da raca Nelore inseminadas com sémen
sexado ou convencional 12-24h ou 18-30h apds a administracdo de pLH,
nossos resultados inferem que o atraso em 6 horas para a IATF em protocolo
de SOV pode ser aplicado em outros estudos como alternativa para melhorar a
producdo de embriGes com 0 uso de sémen sexado.
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8 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo ndo confirmaram a hipétese proposta, e
permitiram concluir que:

¢ As doadoras responderam ao tratamento de superestimulacao do
crescimento folicular, com satisfatdria taxa e sincronizacdo das

ovulacOes.

e A producdo de estruturas embriondrias ndo foi afetada pelo tipo
de sémen (convencional vs. sexado) ou pelo momento da IATF
(12-24 ou 18-30 h apts a inducdo da ovulacao).

o Nao foram verificadas diferencas significativas na producéo de
embrides de doadoras da raga Nelore superovuladas submetidas
ao atraso de seis horas na IATF com sémen sexado (de 12 e 24
para 18 e 30 h apos a administracéo de pLH).
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