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Resumo

Objetivou-se com este estudo descrever se o local de deposi¢do do sémen sexado influencia na quantidade e qualidade
embriondria de vacas Nelore superovuladas. Foram utilizadas 12 fémeas ciclicas, submetidas a protocolos de SOV e
IATF para coleta de embrifes. A IATF foi realizada 18 e 30h ap6s a administracdo da Gonadorelina, com duas
palhetas com concentragéo de 2,1 x 10° de espermatozoides cada, sendo a coleta dos embrides realizada sete dias apos
a aplicacdo da gonadorelina. Foram feitas duas repeticdes, em delineamento cross over, de acordo com o local de
deposicdo do sémen, corpo ou corno uterino. 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 + 2,42 mm, nosS 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 recuperagdo embrionéria de
41,07% (23/56) e o grupo corno, 35,71% (15/42). Foi observada diminuig8o da taxa de recuperacdo entre repetices,
obtendo-se 44,26% (27/61) na primeira repeticdo enquanto na segunda, 29,72% (11/37). Recuperou-se 52,17%
(12/23) de embriGes viaveis para 0 grupo corpo e 60% (9/15) para o grupo corno. Concluiu-se ndo haver disparidade
na quantidade ou qualidade dos embrides recuperados quanto ao local de deposi¢do do sémen sexado no momento da
IATF.

Palavras-chave: Bos indicus; Corno; Corpo; Superovulagéo.

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. 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
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repetitions were done, in a cross over design, according to semen deposition site, body or uterine horns. 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 weren’t differences at quantity or quality of recovered embryos according to the sexed semen
deposition site at the time of FTAL.

Keywords: Bos indicus; Body; Horn; Superovulation.

Resumen

El objetivo de este estudio fue describir si la ubicacion de la deposicién de semen sexado influye en la cantidad y
calidad embrionaria de vacas Nellore superovuladas. Se utilizaron 12 hembras ciclicas, sometidas a los protocolos
SOV y FTAI para la colecta de embriones. El IATF se realizo a las 18 y 30h de la administracién de Gonadorelina,
con dos pajuelas con una concentracion de 2,1 x 106 de espermatozoides cada una, y los embriones se recolectaron
siete dias después de la aplicacion de la gonadorelina. Se realizaron dos repeticiones, en disefio cruzado, segln el
lugar de deposicidn del semen, cuerpo o cuerno uterino. Al final del tratamiento superestimulador se cuantificaron
12,00 £ 2,95y 12,25 + 4,37 foliculos, con un diametro medio de 8,64 + 2,46 y 8,73 + 2,42 mm, en los grupos cuerpo
y cuerno, respectivamente. Se observd que el 66,7% (8/12) de los animales tenian CL el dia de la IATF, cuatro
pertenecientes al grupo cuerpo y cuatro al grupo cuerno. El grupo de cuerpo mostrd una tasa de recuperacion
embrionaria de 41,07% (23/56) y el grupo de cuerno, 35,71% (15/42). Se observo una disminucion en la tasa de
recuperacion entre repeticiones, obteniendo 44,26% (27/61) en la primera repeticion, mientras que en la segunda,
29,72% (11/37). Se recupero el 52,17% (12/23) de embriones viables para el grupo de cuerpo y el 60% (9/15) para el
grupo de cuerno. Se concluy6 que no hubo disparidad en la cantidad o calidad de los embriones recuperados con
respecto al lugar de depdsito del semen sexado al momento de la IATF.

Palabras clave: Bos indicus; Cuerno; Cuerpo; Superovulacion.

1. Introducéo

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). Desde 2004 o Brasil assumiu a lideranca nas exportagdes, 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 biotecnologias aplicadas a reproducdo tém contribuido significativamente no aumento da producdo animal. O
controle do ciclo estral, associado a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e & transferéncia de embrides (TE)
influenciam o aumento da produtividade dos rebanhos, algo que cresceu aceleradamente nas Ultimas décadas (Gongalves 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 maior avango genético e melhor produtividade (Rath et al., 2003).
Contudo, como a disponibilidade deste tipo de sémen é baixa e de alto custo, tem-se grande interesse no uso associado a
ovulagdes multiplas — superovulagdo (SOV), programas de TE e producdo in vitro (Johnson, 2000).

Assim, no uso do sémen sexado em programas de superovulagdo, o melhor indicativo de sucesso é o nimero de
bezerros nascidos do sexo desejado por doadora, sendo que a imprevisibilidade na resposta superestimulatéria, na taxa de
ovulagdo e na alta propor¢do de embrides ndo transferiveis resultantes da falha na fecundagdo e da degeneragdo dos embrides
no trato reprodutivo das doadoras antes da coleta, resultam no alto custo de producéo de embrides bovinos nos métodos usados
atualmente em programas de TE.

Outros fatores como qualidade oocitéria, falha no transporte espermatico, capacitacdo, sobrevivéncia e/ou danos

causados durante o processo de sexagem, podem ser responsaveis pela alta taxa de falha na fecundagdo em animais
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superovulados. Entretanto, algumas evidéncias apontam para a falta de sémen no local da fecundacdo como a causa mais
frequente na falha de fecundag&o (Schenk et al., 2006).

Apesar de se obter menores taxas de embrides com o uso do sémen sexado, a eficécia deste no produto final ainda é
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).

Desta maneira, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do local de deposicdo do sémen sexado na producédo in

vivo de embrifes produzidos em vacas da raca Nelore superovuladas.

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado no municipio de Miranda do Norte, na microrregido de Itapecuru-Mirim / Maranhdao, latitude
03° 34’ 08’ S e longitude 44° 35° 02> O. Os animais foram manejados em sistema extensivo, mantidos em pasto de
Brachiaria brizantha, tendo livre acesso a agua e suplementacdo mineral ad libitum em cocho coberto. Utilizaram-se doze
vacas multiparas da raca Nelore (Bos indicus) com idade entre 3 e 5 anos, tendo escore corporal de 3,5, segundo Ferreira e
Torres (1993), sendo avaliadas previamente para determinar se estavam ciclicas.

Todos os animais passaram por protocolos de IATF e SOV, para tanto receberam dispositivo intravaginal de
progesterona (1,9 g P4; CIDR®, Pfizer, USA) e 2 mg de benzoato de estradiol por via intramuscular (1.M.) (BE, Estrogin®,
Farmavet, Brasil) no dia 0 (DO - 07:00h) do protocolo de IATF, sendo o processo de SOV induzido com FSH-p (133 mg de
Folltropin-V® I.M., Bioniche, Canadd) em 8 doses decrescentes a cada 12 horas, a partir do D4 da IATF. No D6, foram
administradas duas doses (07:00 e 19:00h, 1.M.) de 25 mg de PGF2a (1.M., dinoprost trometamina, Lutalyse®, Pfizer, USA).
Os dispositivos de P4 foram retirados 36 horas apds a primeira dose de PGF2a e foram administrados 0,25 mg de
Gonadorelina (Fertagyl® I.M., Intervet Shcering-Plough, USA) 48 horas apés a primeira dose de PGF2a.

As fémeas foram inseminadas em tempo fixo 18 e 30 horas apds a inducdo da ovulacdo, utilizando-se duas palhetas de
2,1 x 10° sptz/mL por inseminagdo. Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais, de acordo com o local da
inseminacdo (corpo vs terco médio do corno uterino). Para tanto, os animais foram distribuidos nos grupos de acordo com o
namero de foliculos presentes no D7, para evitar que as fémeas com foliculos maiores ou em maior quantidade fossem
alocadas no mesmo tratamento.

Todas as partidas de sémen foram obtidas de um mesmo touro e provenientes do mesmo ejaculado, buscando-se
minimizar o efeito touro nos resultados. As palhetas foram avaliadas previamente as inseminacGes, ap6s a montagem do
dispositivo de inseminacdo, para verificar a motilidade, objetivando-se ter no minimo 30%.

Foram realizados exames ultrassonograficos (CHISON D600VET, USProducts Eletromedicina, Brasil) com
transdutor linear transretal de 7,0 MHz nos dias 0 e do D4 ao D9, a cada 48 horas. Para determinar a taxa de ovulacdo foi
realizado exame ultrassonografico no momento da coleta embrionéria, D15, quando foram quantificados os corpos lGteos
(CLs). As imagens foram armazenadas e posteriormente transferidas para o computador para analise e mensuracéo, utilizando
o software IMAGEJ® (National Institute of Mental Health, USA).

A taxa de ovulagdo foi obtida pelo nimero de CLs verificados, ultrassonograficamente, no D15 dividido pelo nimero
de foliculos potencialmente ovulatérios (>8 mm) detectados ultrassonograficamente no D9. J4 a taxa de recuperacdo de
estruturas embrionarias foi obtida pelo nimero de estruturas recuperadas no D15, dividido pelo nimero de CLs visualizados no
exame ultrassonografico no mesmo dia. Ambos os valores obtidos foram multiplicados por 100.

A recuperacdo das estruturas embriondrias foi realizada sete dias apds a aplicacdo de Gonadorelina, através do método
ndo cirlrgico de lavagem uterina. Para a coleta das estruturas, utilizou-se sonda Foley (Rusch® 18, Carolina do Norte, USA)
por meio de “flushing” uterino utilizando como veiculo o meio DPBS-Flush® (Nutricell, Campinas, Brasil). O liquido
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recuperado passou por filtro de coleta de embrides com malha de 80 p (Millipore®, Bedford, MA, USA), sendo transferido
para placas de cultivo celular 100 x 20 mm contendo meio de cultivo de embrides Holding® (Nutricell, Campinas, Brasil).

As estruturas recuperadas foram quantificadas e avaliadas com auxilio de um estereomicroscépio de aumento final de
50x e, posteriormente, classificadas em viaveis e ndo viaveis de acordo com os padroes de morfologia estrutural da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides — IETS (Stringfellow & Seidel, 1998).

O trabalho foi desenvolvido de forma descritiva, calculando-se a média e o desvio padrdo (X £ S.D.) de cada resposta.
Utilizou-se o delineamento cross over em esquema de blocos 2 (corno e corpo) x 6 (animais), para que todos 0s animais
passassem por todos os tratamentos, totalizando duas repeti¢es com intervalo de 60 dias.

Todos os procedimentos foram aprovados pela comissao de ética e experimentagdo animal da Universidade Estadual
do Maranhéo, n. protocolo 28/2010.

3. Resultados e Discussao

Para a separacdo dos grupos foram quantificados 149 foliculos totais, apresentando média e desvio padrdo de 12,41 +
2,06, em ambos os ovérios, ficando 12,00 + 2,09 foliculos para o grupo corpo e 12,83 + 2,13 foliculos para o grupo corno.
Estes dados referem-se ao Gltimo dia do tratamento superovulatério (D7) da primeira repeticéo.

Resultados similares foram obtidos por Teixeira et al (2013), em estudo com vacas Curraleiro pé-duro, com dose e
método de administracdo 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 ap6s a primeira
aplicacdo de PFG2a) e P36 (dispositivo de progesterona retirado 36h apds a primeira aplicagdo de PFG2a), respectivamente.
Porém, os dados do presente estudo 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 padrdo de 5,2 + 2,38 foliculos, no inicio do tratamento superovulatério (D4), para 0s
animais pertencentes ao grupo corpo. Apés o final do tratamento superovulatério, no dia da IATF (D9), a média e desvio
padrdo foram de 12,00 + 2,95 foliculos, com diametro médio de 8,64 + 2,46 mm.

Para os animais pertencentes ao grupo corno, obteve-se média e desvio padrdo de 5,5 = 1,87 foliculos no inicio do
tratamento superovulatério (D4). Apos o final do tratamento superovulatorio, no dia da IATF (D9), a média e desvio padrdo
foram de 12,25 + 4,37 foliculos, de didmetro médio de 8,73 + 2,42 mm. Estes resultados sdo inferiores quando comparados
com a literatura. Carvalho et al. (2008) encontraram média de pequenos foliculos na emergéncia folicular de 39,7 + 4,9 e 26,5
+ 3,1 quando trabalharam com novilhas Nelore e Gir, respectivamente. Estes também foram menores dos encontrados em
vacas mesticas, Hereford e Angus, onde se 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 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
relagdo a aplicacdo de PGF (Martins et al., 2012).

A baixa resposta superovulatoria pode ser explicada pela assincronia existente entre a maturagdo citoplasmatica e
nuclear nos odcitos de vacas sob tratamento de superovulagdo (assincronia intrafolicular), bem como pelos perfis
esteroidogénicos andmalos nos foliculos de doadoras, o que prejudica a maturacdo oocitéria (Hyttel et al., 1991). No entanto,
ressalta-se que no presente estudo essas variaveis ndo foram estudadas.

Demonstrou-se que os foliculos continuaram com seu crescimento ap6s o tratamento superestimulatorio, como é visto
nos dados referentes ao diametro folicular médio dos grupos, nos dias D7 e D9, apresentados na Figura 1, valores de diametro
préoximos 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 apés a Ultima
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aplicacdo hormonal. No estudo de Thomazi et al (2009), estas diferencas indicam que as ovulacdes teriam comecgado

anteriormente, possivelmente por ndo ser um estudo sobre superovulagdo, o contrario do presente trabalho.

Figura 1 — Média e desvio padrao (X + S.D.) da quantidade (n) e diametro folicular (mm) nos dias D7 e D9.

Tratamento
Dia Variavel Corpo (X+S.D.) Corno (X+S.D.)
D7 on 11,41+ 2,35 10,41+ 3,14
Didmetro 7,69+ 274 7,95+ 2,45
D9 o 12,00 £ 2,95 12,25 + 4,37
Didmetro 8,64 £ 2,46 8,73+242

Fonte: Autores.

As vacas foram inseminadas com 18 e 30h apds a aplicagdo do indutor, pois somente quatro animais apresentaram cio
12 horas ap6s a indugdo da ovulagdo. De acordo com Soares et al (2011), inseminac@es realizadas com 18 e 30h tiveram
melhores resultados, numéricos e percentuais, do que o grupo inseminado com 12 e 24h ap6s a aplicacdo de LH, possivelmente
devido a inseminacéo ter sido mais proxima ao periodo da ovulag&o.

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 0 grupo corpo e 6 no grupo corno. Estima-se que essas observagdes influenciaram o processo
superovulatdrio, consequentemente, influenciando nas taxas de ovulacéo e recuperagdo embrionéria. Nota-se que esses dados
apareceram durante a segunda repetigdo, o que pode ter influenciado na menor taxa de recuperacéo observada.

No dia do lavado uterino (D15), o grupo corpo apresentou 19 (2,11 + 1,61) foliculos anovulatérios, enquanto no grupo
corno foram 46 (4,6 £ 3,13). O estudo de Teixeira et al. (2013) demonstrou 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 aplicagdo de PFG2a) e P36
(dispositivo de progesterona retirado 36h apds a primeira aplicacdo 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 se tornam anovulatérios quando em presenca de altos niveis de P4, por reduzir a frequéncia na
pulsatilidade do LH.

No grupo corpo, um animal (8,33%) ndo 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, ndo tiveram
estruturas recuperadas. Estes dados s@o corroborados por estudos anteriores, que estimam que 30% dos animais tratados nao
demonstram resposta (Monteiro Jr et al., 2011).

Observou-se 65,11% (56/86) de ovulagfes para o grupo corpo, com média e desvio padrdo 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 padrdo de 3,5 + 2,71 para
0 grupo e 4,66 CLs/doadora. Em comparacdo com o estudo de Teixeira et al. (2013) que encontraram 11,3 £5,8; 123+ 5,6 e
11,9 = 5,4 CLs para os grupos controle, P24 (dispositivo de progesterona retirado 24h apds a primeira aplicagdo de PFG2a) e
P36 (dispositivo de progesterona retirado 36h apds a primeira aplicagdo 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 sincronizacdo do ciclo estral, diferentemente do presente estudo.

Os resultados também foram menores dos que os obtidos nos estudos de Carvalho et al. (2008) 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 inseminacdo 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
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apos a primeira aplicacéo de cloprostenol, e 25mg de LH (Lutropin®), 24h apés a remoc&o do dispositivo de P4, para indugéo
da ovulacéo.

O grupo corpo apresentou taxa de recuperacdo de 41,07% (23/56) e 0 grupo corno apresentou taxa de 35,71% (15/42).
Estes dados so inferiores 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 recuperacdo embrionaria para os grupos controle, P24 (dispositivo de progesterona retirado 24h apos a
primeira aplicacdo 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
sincronizacdo do ciclo estral por estes autores. Entretanto, Larson et al. (2010) encontraram taxa média de 74% e similares
entre 0s grupos, ndo havendo diferenca no uso de sémen sexado ou convencional. Em um estudo que comparou doses
inseminantes e local de deposicéo do sémen, Andersson et al. (2004) ndo encontraram diferenca na taxa de concepgao entre 0s
locais de deposicdo quando utilizaram a concentracdo de 2 x 10%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 ndo tiveram estruturas recuperadas em seus respectivos
lavados, sendo que um dos animais apresentava secrecdo uterina mucopurulenta no D15. J& no grupo corno 16,67% (2/12) ndo
tiveram estruturas recuperadas, sendo que um desses animais nao foi coletado, por ndo se ter conseguido transpassar a Cérvix
para colocacdo da sonda uterina.

A inseminacdo realizada no corpo do Utero produziu um total de 23 estruturas recuperadas (2,09 + 2,73/doadora),
enquanto a IA no corno uterino gerou 15 recuperacdes (1,87 + 1,55/doadora). Este resultado obtém suporte de estudo anterior,
o0 qual ndo encontrou diferenca entre inseminacfes proximas a jungdo Utero-tubarica, no meio do corno uterino ou no corpo
uterino, no percentual de prenhez (Kurykin et al., 2007). Porém, sdo 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 media total de 9,59 + 6,89 estruturas por doadora. Essa diferenca pode ser explicada pelos diferentes grupos
experimentais (G1 — sémen convencional, G2 — sémen sexado 12 e 24h apds administracdo de LH e G3 — sémen sexado 24 e
36h apds administragcdo de LH) os quais ndo 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 racas 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 embrifes em programas de SOV. Um estudo com vacas Nelores e Holandesas, sob condices tropicais, obtiveram
melhores resultados no nimero total de estruturas recuperadas com animais Bos taurus, 9,0 £+ 3,8 e 12,4 + 3,8, respectivamente
(Soares et al., 2011).

Foi observada diminuicdo da taxa de recuperacdo entre repeticGes, obtendo-se 44,26% (27/61) na primeira e 29,72%
(11/37) na segunda repeticdo, respectivamente. Estes resultados corroboram com o estudo de Larson et al. (2010), que
encontraram tendéncia para mais e melhores embrifes 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.

O presente estudo obteve resultados parecidos com pesquisas anteriores, que demonstram que 20-30% destas ndo
respondem ao tratamento, portanto ndo produzem embrides (Baruselli et al., 2006; Monteiro Jr et al., 2011), havendo grande
variagdo na produgdo embrionaria por doadora (Baruselli et al., 2003; Larson et al., 2010), onde um terco dos animais ndo
respondem ao tratamento superestimulatério, outro terco produzem em média de um a trés embrides e somente um tergo tem

boa resposta superovulatéria, dando um alto nimero de embrides (Boland et al., 1991).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.33860

Research, Society and Development, v. 11, n. 12, e140111233860, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.33860

As melhores candidatas para o processo de superovulacdo e uso de sémen sexado sdo as fémeas que tem em seu
histérico producdo de grandes quantidades de embrifes (Larson et al., 2010). Assim, no presente estudo, na tentativa de excluir
animais que ndo respondem ao tratamento, 15 animais foram superovulados, utilizando-se para o experimento os 12 que
obtiveram melhores resultados. Porém, essa escolha nao foi possivel na segunda repetigdo, pois, necessariamente, utilizaram-se
0S mesmos animais da primeira repeticio para que eles pudessem passar pelo tratamento subsequente, fechando o
delineamento cross over.

A baixa quantidade de estruturas recuperadas ndo pode ser explicada pela baixa concentracdo do sémen sexado
(2,1x109), pois foram feitas duas inseminacdes (18 e 30h apds o indutor de ovulagdo), com duas doses inseminantes.

Inseminagdes multiplas podem manter o ndmero minimo de espermatozoides para concepgdo, COmMO COMProvou o
estudo de Sartori et al. (2004), que observou que as novilhas inseminadas uma Unica vez tinham menos espermatozoides
acessorios ligados a zona pellcida. Duas inseminacdes mantém a quantidade adequada para fecundar o ovdcito dentro do trato
reprodutivo feminino, na mesma proporgdo que uma inseminagao Unica de 20 x 10° 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 recuperacdo embrionaria quando
compararam os grupos de sémen sexado e convencional. Embora os grupos de sémen sexado (inseminacdo (nica de 20 x 108
vs duas inseminagdes de 10 x 106) ndo demonstraram diferenca, sendo o grupo de dupla inseminagéo o de maior quantidade de
estruturas recuperadas.

Entretanto, Verberckmoes et al. (2004) obtiveram diferenca estatistica na taxa de concepg¢do dos grupos que utilizaram
o dispositivo de Ghent (cateter de pléstico descartavel que pode facilmente seguir a curvatura dos cornos uterinos e, assim,
alcancar a juncdo Utero-tubdria), para inseminagdes 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 inseminagdo com o aplicador convencional de inseminacdo (dispositivo de Cassou) no corpo uterino. Quando
comparados os resultados entre vacas e novilhas, observou-se que houve tendéncia para maiores taxas de concepcdo para
inseminacgdes nos cornos em vacas, enquanto as taxas de concepc¢do de novilhas foram iguais. Este estudo utilizou sémen
convencional com concentragdo de 20-30 x 10° sptz/mL.

Estudos de Kurykin et al. (2007) sugeriram que o local de deposicdo possa vir a ser importante, deveria existir uma
redugdo ainda maior na concentracao de espermatozoides, e tendendo a inseminagfes proximas a juncao Utero-tubdrica. Outra
explicacdo para as baixas taxas de fecundacéo e, consequentemente, recuperagdo, pode ser referente a distdrbios no transporte
ovocitario e do espermatozoide e a menor qualidade do ovocito (Kafi & McGowan, 1997). As diferencas referentes ao
transporte dos espermatozoides, entre fémeas superovuladas ou ndo, ndo podem ser compensadas pelo simples aumento na
quantidade espermaética (Larson et al., 2010).

O menor potencial esperméatico do sémen sexado juntamente a essas condi¢des adversas encontradas no trato genital
de fémeas superovuladas resultam em menores taxas de fecundacdo, 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 fecundagdo, também como a diminuigdo do
potencial espermatico ja conhecido (Seidel & Garner, 2002), sendo este causado por perda de parte das fungdes espermaticas,
reducdo da motilidade total e progressiva quando comparado a células ndo sexadas (Rath et al., 2003), no ndmero de células
com membranas plasmatica e acrossomal integras (Carvalho et al., 2010), pré capacitacdo espermatica e no nimero reduzido
de células para a inseminacédo (Schenk et al., 2009).

Diversos estudos afirmam que o ponto chave na producdo embrionaria com o uso de sémen sexado ndo é o nimero de

espermatozoides por dose inseminante nem o local de deposi¢do do sémen (Sartori et al., 2004; Schenk et al., 2006; Larson et
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al., 2010). O melhor percentual para estruturas fecundadas seria obtido com a adequag&o do tempo para a IATF nos protocolos
de SOV (Sartori et al., 2004; Schenk et al., 2006). Contudo, isso ndo foi observado no presente estudo.
Dentre as estruturas recuperadas, as seguintes classificagdes foram encontradas: odcitos ndo fecundados (ONF), zonas

pelucidas (ZP), embrides degenerados (Dg), moérulas (Mo) e blastocistos iniciais (Bi) (Figura 2).

Figura 2 — Numero total de estruturas recuperadas segundo o local de deposicao do sémen.

Estruturas CLs Corpo (%) CLs Corno (%)
Odcito ndo fecundado 2 (8,69) 0
Degenerado 4 (17,39) 6 (40,00)
Moérula grau 1 7 (30,43) 8 (53,33)
Moérula grau 2 56 1(4,34) 42 0
Moérula grau 3 1(4,34) 0
Mérula grau 5 2 (8,69) 0
Blastocisto inicial 4(17,39) 1 (6,66)
Zona peldcida 2 (8,69%) 0
TOTAL 23 15

Fonte: Autores.

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

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

Soares et al. (2011) em estudo com sémen convencional e sexado, encontraram valores préximos aos do presente
estudo, com total de 9,0 + 3,8 estruturas recuperadas e 4,5 £ 3,0 de embriGes vidveis para o grupo de sémen sexado e
inseminacgdo com 18 e 30h pos indugdo; 7,1 + 3,3 e 2,4 + 1,8 de estruturas recuperadas e embrides viaveis, respectivamente,
para o grupo de sémen sexado e inseminagao 12 e 24h pos inducdo, e 8,0 + 3,2 e 6,8 £ 2,6 de estruturas recuperadas e embrides
viaveis, respectivamente, para o grupo de sémen convencional e inseminacdo 12 e 24h p6s indugéo.

Estes resultados ndo tiveram diferenca no ndmero total de estruturas recuperadas, enquanto houve diferenca nos
nameros de embrides vidveis e dos congelaveis, observando melhor resultado no grupo se sémen convencional, seguido pelo
grupo de sémen sexado e inseminagdo com 18 e 30h poés-inducdo e, posteriormente, pelo grupo de sémen sexado e

inseminacdo com 12 e 24h poés-indugdo. Valores também inferiores aos encontrados em vacas Pardo Suico (Bos taurus,
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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 apo6s a inducdo com LH e 24 e 48h apds a inducdo com LH, respectivamente; e 8,63 + 5,37 no
grupo de sémen convencional inseminado com 12 e 24h ap6s a indugéo com LH.

Estes mesmos pesquisadores encontraram médias de embrifes 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 o presente estudo obteve
taxas percentuais de 17,39 (4/23) e 40% (6/15) de embrides degenerados para 0S grupos COrpo e 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 os 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 obteve 8,69% (2/23) de estruturas ndo fecundadas, o grupo corno ndo teve recuperacio
dessas estruturas. Dados da literatura mostram que estudos anteriores encontraram médias de 0,5 £ 0,7; 3,7 + 3,6 €29 %+ 2,6
para ovdcitos ndo 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 convencional e inseminagdo 12/24h, sémen sexado e
inseminacdo 12/24h e sémen sexado e inseminagao 24/48h, respectivamente (Monteiro Jr et al., 2011). Um estudo que também
utilizou inseminacdo cornual, juntamente com sémen sexado e superovulagdo (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.

4. Concluséo
N&o houve disparidade na quantidade ou qualidade dos embrides recuperados quanto ao local de deposicdo do sémen

sexado no momento da IATF.
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