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Resumo: Objetivou-se desenvolver um protocolo hormonal que viabilizasse um melhor momento da IATF
com sémen sexado. Para isso, 60 fémeas foram avaliadas por palpacdo retal e ultrassonografia e
consideradas aptas a reproducdo. Em um dia aleat6rio do ciclo estral (D0), as 16:00h os animais receberam
um dispositivo intravaginal de progesterona (DIB®, MSD Satde Animal) associado a 2mg de Benzoato de
Estradiol (BE) por via intramuscular (i.m.) (Gonadiol®, MSD Satide Animal). No D8, as 16:00h os dispositivos
intravaginais foram retirados e aplicou-se 300U.1. de eCG i.m. (Novormon®, MSD Saude Animal) e 500ug de
Cloprostenol i.m. (Ciosin®, MSD Satde Animal). No D9, as 18:00h aplicou-se 1mg de BE i.m. e no D11, as
6:00h os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: G1-CONV (n=30), animais inseminados
com doses de sémen convencional e G2-SEX (n=30), animais inseminados com doses de sémen sexado. O
diagnéstico de gestacao foi realizado por ultrassonografia transretal, 30 dias apds as IATFs e as analises
dos dados, executadas pelo teste do qui-quadrado (x°) disponivel no Statistical Analysis System (P<0,05).
Dos 60 animais inseminados, 30 ficaram prenhes (50,0%). A taxa de concep¢do entre 0S grupos
experimentais ndo diferiu estatisticamente, os grupos G1-CONV e G2-SEX obtiveram taxas de concepc¢ao
de respectivamente, 60,0 e 40,0%. O protocolo possibilitou aos animais inseminados com sémen sexado 62
horas apds a retirada do dispositivo intravaginal, alcancarem taxas de concepcdo proximas as fémeas
inseminadas com sémen convencional.

Palavras chave: Nelore, IATF, Benzoato de Estradiol, sémen sexado, ovulagéo

Artificial insemination for fixed-time with bovine sexed semen

ABSTRACT: The objective of this study was to develop a hormonal protocol that enables a better moment of
FTAI with sexed semen. For such, 60 females were evaluated by rectal palpation and ultrasonography and
considered suitable for breeding. On a random stage of the estrous cycle (D0) at 4:.00 pm the animals
received an intravaginal progesterone device (DIB®, MSD Saulde Animal) in association with 2 mg of
estradiol benzoate (EB) intramuscularly (i.m.) (Gonadiol®, MSD Satide Animal). On D8, 4:00 pm intravaginal
devices were removed and applied 300 IU of eCG i.m. (Novormon®, MSD Satde Animal) and 500 Mg
Cloprostenol i.m. (Ciosin®, MSD Satde Animal). On D9, at 6:00 pm it was applied 1 mg EB i.m. and on D11,
at 6:00 am the animals were randomly divided into two groups: G1-CONV (n=30), animals inseminated with
conventional semen and G2-SEX (n=30), animals inseminated with sexed semen. Pregnancy diagnosis was
performed by transrectal ultrasonography 30 days after the FTAI and data analysis was, performed by chi-
square (x2) available in Statistical Analysis System (P<0,05). Of the 60 animals inseminated, 30 became
pregnant (50.0%). The conception rate among the experimental groups did not differ statistically, the groups
G1- CONV and G2-SEX had conception rates of respectively 60.0 and 40.0%. The protocol allowed the
animal inseminated with sexed semen 62 hours after removal of intravaginal device, achieving conception
rates close to the females inseminated with conventional semen.

Keyswords: Nelore, FTAI, Estradiol Benzoate, sexed semen, ovulation
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Introducéo

A inseminagdo artificial (IA) constitui
importante  ferramenta para a eficiéncia
reprodutiva e lucrativa da bovinocultura
(INFORZATTO et. al., 2008). Entretanto, apesar
dos grandes avancos genéticos proporcionados
pela IA em bovinos, na préatica ainda ndo observa-
se uma popularizacdo desta técnica (BARUSELLI
et al.,, 2006). Estima-se que no Brasil, apenas
10,0% das fémeas em idade reprodutiva s&o
inseminadas (ASBIA, 2011), sendo os fatores
limitantes ao uso desta biotecnologia a falha na
deteccdo do estro e o0 anestro pOs-parto
(RIBEIRO FILHO, 2001). Como alternativa para
se promover uma maior difusdo desta biotécnica
tem-se a inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF) (BARUSELLI et al., 2006).

Nos ultimos anos, a IATF tem alcancado
um patamar de destaque no cenario nacional e
vem ocorrendo um aumento do interesse na
associacdo desta  técnica com outras
biotecnologias como, por exemplo, a sexagem
espermatica que permite a separacdo dos
espermatozoides contendo o cromossomo Y
daqueles que contém o cromossomo X
(BODMER et al., 2005).

Aparentemente, as células esperméaticas
sexadas tém baixa viabilidade no trato genital
feminino o que pode interferir na fertilidade
dessas amostras, este fato pode ser justificado,
pois, para realizacdo da sexagem espermatica é
necessario que 0s espermatozoides sejam
submetidos a uma sequéncia de procedimentos,
gue podem provocar injarias a célula espermatica
(MOCE et al., 2006). Além disso, a dose de
sémen sexado tem baixa concentracdo
espermatica, o que ocorre em consequéncia do
baixo rendimento obtido pela técnica de
separacao espermatica por meio da citometria de
fluxo (BARUSELLI et al., 2007; DEJARNETTE et
al., 2010).

Apesar da vasta literatura referente ao
tema, ainda ha necessidade de estudos para se
adequar o momento da IATF com sémen sexado,
em relacdo ao uso da ovulagdo. Uma vez que,
utilizando-se os protocolos comercialmente
definidos, associado a inseminagdo com células
esperméticas de baixa viabilidade no trato genital
feminino, como por exemplo, aquelas do sémen
sexado, 0 ato da inseminacgao serd realizado pré-
ovulagdo, o que, provavelmente, determinara um
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decréscimo na taxa de concepc¢édo (MOCE et al.,
2006).

Possivelmente, o melhor momento da
inseminacdo ao se utilizar o sémen sexado, seja
apo6s a ovulacdo ou préxima desta (BARUSELLI
et al.,, 2007). Sendo assim, a utlizagdo do
Benzoato de Estradiol (BE) parece ter beneficios
em protocolos de IATF com sémen sexado
(ANDRADE et al., 2012). Segundo Ribeiro Filho
(2001), esta droga tem meia vida mais curta,
tornando sua acdo mais sincrdnica com relagéo
aos outros ésteres de estradiol e, com isso a sua
utilizacdo pode adequar mais facilmente o
momento das IAs em relacao a ovulagéo.

A partir desses principios e procurando
uma alternativa para maximizar a utilizacdo do
sémen sexado em projetos comerciais de gado
de corte no Brasil, esse trabalho teve como
objetivo desenvolver um protocolo hormonal que
proporciona um melhor momento para IATF com
sémen sexado.

Material e Métodos

O experimento foi realizado entre os meses
de janeiro a marco de 2011, na Fazenda Estrela
do Oriente, localizada no municipio de Itapetinga
regido centro-sul da Bahia, com latitude 15° 15’
12,48”S, longitude 40° 15’ 19,78"W e altitude de
280 metros, com pluviosidade média anual de
860 mm.

Para a execucédo desse experimento, foram
utilizadas 60 fémeas multiparas da raca Nelore
(Bos taurus indicus) em lactagdo, com média de
65,5 + 9,6 dias pés-parto, idade entre 5,2 + 0,6
anos e escore de condicdo corporal (ECC) de
3,09 £+ 0,26 (escala de 1 a 5) (HOUGHTON et al.,
1990). Assim, previamente ao inicio do protocolo
de IATF, esses animais foram submetidos ao
exame clinico-ginecolégico com auxilio da
ultrassonografia transretal, utilizando-se um
transdutor linear com frequéncia de 5,0MHz (Pie-
Medical, Falco 100, S&o Paulo, Brasil), sendo
considerados aptos a participarem  do
experimento 0s animais que no momento da
avaliacdo ndo apresentavam nenhum tipo de
anormalidade do trato genital e auséncia de
historico de aborto.

Os animais dessa propriedade eram
vacinados contra doencas da esfera reprodutiva,
e obedeciam ao calendéario oficial estadual de
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vacinacdo. Permaneciam em piquete com
pastagem predominante de Brachiara decumbens
com sal mineral e 4gua ad libitum.

As fémeas foram submetidas a um
protocolo farmacoldgico para sincronizagdo da
onda folicular e ovulacdo, para tanto, em um dia
aleatdrio do ciclo estral denominado dia 0 (DO) as
16:00h, os animais receberam um dispositivo
intravaginal de liberacdo de progesterona (DIB®,
MSD Saude Animal, Sao Paulo, Brasil) associado
a 2,0mg de Benzoato de Estradiol (GONADIOL®,
MSD Saude Animal, S&o Paulo, Brasil) i.m. No D8
as 16:00h procedeu-se a retirada da fonte de
progesterona e aplicou-se 300U.l. de eCG i.m.
(NOVORMON®, MSD Salde Animal, S&o Paulo,
Brasil) e 500pg de Cloprostenol i.m. (CIOSIN®,
MSD Saude Animal, Séo Paulo, Brasil), no D9, as
18:00h os animais receberam 1,0mg de Benzoato
de Estradiol i.m. (GONADIOL®, MSD Saude
Animal, Sao Paulo, Brasil). No D11, as 06:00h os
animais foram distribuidos homogeneamente de
acordo com os dias poés-parto, idade, e ECC em
dois grupos e inseminados sem observagéo de
comportamento de cio: G1-CONV (n=30), animais
inseminados com doses de sémen convencional
e G2-SEX (n=30), animais inseminados com
doses de sémen sexado.

As inseminacdes foram efetuadas por um
Unico técnico. O sémen empregado pertencia a
um mesmo touro da raca Nelore com fertilidade
previamente comprovada, criopreservado em
palheta de 0,25mL, sendo descongelados a 37°C
por 30 segundos. As doses de sémen sexado
tinham uma concentracdo média de 2,1 x 10°
espermatozoides (SPTZs) (Sexing Technologies
Brasil, Sertdozinho, SP - Brasil) enquanto as
doses de sémen convencional apresentavam em
média 25 x 10° SPTZs.

O diagnéstico de gestacao foi realizado 30
dias ap6s as IATFs, por meio da ultrassonografia
transretal utilizando transdutor linear de 5,0MHz
(Pie-Medical, Falco 100, Sdo Paulo, Brasil). Foi
considerado como diagndstico positivo de
gestacdo a presenca da vesicula embrionaria
com o embrido visivel. Em seguida calculou-se a
taxa de concepc¢do, dividindo o total de vacas
gestantes pelo total de vacas inseminadas em
cada grupo experimental.

Para as andlises estatisticas das
caracteristicas avaliadas, foi empregado o pacote
estatistico Statistical Analysis System (SAS) -
versdo 6. Para tanto, realizou-se a seguinte
sequéncia de andlises:
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1- A consisténcia dos dados e a analise descritiva
da varidvel ECC (média e desvio padréo) foram
realizadas por meio do PROC MEANS.
2- A variavel taxa de concepcgao teve suas tabelas
de distribuicio e estudo de dispersdo de
frequéncias elaboradas pelo PROC FREQ, e para
tanto, se utilizou o teste de Qui-quadrado (x2).
Para as analises considerou-se nivel de
significancia de 5% e atenderam-se os padrfes
de amostragem e graus de liberdade
estabelecidos por Sampaio (1998).

Resultados e Discussao

A taxa de concepcao média encontrada no
presente estudo foi de 50%, resultado este que
diverge dos reportados por Barbosa et al. (2011),
que ao compararem a utlizacdo do sémen
sexado e convencional, para realizacéo das IATF
54h apés a retirada da fonte de P4, obtiveram
uma taxa de prenhez média de 18,7%, todavia,
estes autores justificaram os baixos indices de
fertilidade ao fato de trabalharem com novilhas
mesticas leiteiras Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus no periodo do verdo e altas temperaturas
presentes, o que pode explicar as diferencas
encontradas em relacdo ao presente estudo.
Sales et al. (2011) trabalhando com vacas Nelore
lactantes e induzindo a ovulagcdo com GnRH,
obtiveram resultados de concepcdo semelhantes
ao presente estudo, de 50,8%. Contudo uma
melhoria significativa nas taxas de concepc¢éo foi
observada quando Sa Filho et al. (2010)
direcionaram o programa de IATF, utilizando
sémen convencional e sexado em animais que
apresentavam foliculos com didmetro ovulatério
acima de 11mm (conv = 59,1% e sex = 56,8%),
em relagdo aqueles em que os foliculos néo
atingiram este didametro (conv = 51,0% e sex =
36,8%).

Os grupos experimentais G1-CONV e G2-
SEX nao diferiram (P>0,05) entre si (Tabela 1) em
relac@o a taxa de concepcdo, corroborando com
as afirmacdes de outros autores (BARUSELLI et
al., 2011; SALES et al., 2011).

Neste contexto, Baruselli et al. (2007)
realizaram experimento com vacas paridas da
raca Nelore, utilizando para IATF sémen sexado
(2,1x10° SPTZs /dose) ou convencional (40x10°
SPTZs /dose), sendo as inseminac¢des realizadas
60 horas apdés a retirada do implante de
progesterona. Esses autores verificaram taxas de
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prenhez ao empregarem sémen sexado para
fémea de 52,0%, sexado para macho de 49,0% e
convencional de 58,9%, ndo havendo diferenca
estatistica entre 0s grupos experimentais.

Resultados diferentes foram reportados por
Seidel Jr. e Shenk (2008) que encontraram
diferengas significativas ao empregarem a IA com
sémen sexado ou convencional, justificando as
divergéncias entre os grupos devido a utilizagdo
de sémen sexado por citometria de fluxo, que
necessita de uma forga mecénica para promover
a separacdao dos espermatozoides, provocando
assim danos estruturais a célula espermatica, e
comprometimento dos indices de fertilidade.
No entanto, a tolerancia dos espermatozoides ao
estresse provocado pela técnica da sexagem
pode variar entre diferentes touros
(DEJARNETTE et al.,, 2010), o que pode ter
contribuido com os resultados deste experimento
gue empregou apenas um touro, provavelmente
apresentando espermatozoides resistentes a
separacao, sugerindo que o sucesso da IATF
com sémen sexado tem como importante etapa a
selecao do touro.

Sales et al. (2011) utilizando IATF e
trabalhando com um protocolo a base de implante
auricular de progesterona, valerato de estradiol e
GnRH como indutor da ovulagdo, alcancaram
taxas de prenhez com sémen sexado de 41,8% e
convencional de 51,8%, ndo observando
diferenca  estatistica  entre 0s grupos
experimentais, até mesmo na taxa de prenhez em
relacdo ao momento da inseminacdo 54 ou 60
horas apds retirada do implante. Apesar dos
referidos autores utilizarem um protocolo diferente
do estudo em evidéncia, o momento das
inseminacdes pode ter favorecido os resultados
semelhantes na taxa de prenhez.

Tabela 1 - Taxa de concepcdo (TC) de vacas
inseminadas  artificialmente  em
tempo fixo com sémen convencional
(G1-CONV) ou sexado (G2-SEX).

TC
Grupos N
(N° de vacas prenhes)
G1-CONV 30 60,0% (18) 0,12
G2-SEX 30 40,0% (12) 0,12
TOTAL 60 50,0% (30)
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Em divergéncia aos resultados encontrados
no presente estudo, Barbosa et al. (2011)
obtiveram taxa de concepcdo de 25,0% quando
as inseminacbes foram realizadas 60h apés
retirada a fonte de progesterona exdgena. Esses
achados podem ser justificados pelo fato desses
autores, utilizarem em seus estudos novilha, uma
diferente categoria e até mesmo devido ao uso de
touros distintos.

Seidel Jr. et al. (1999) trabalharam com
insemina¢cdes usando sémen sexado ou
convencional e demonstraram comprometimento
da fertilidade dos animais inseminados com
sémen sexado, em comparacdo aos submetidos
a inseminacdo com sémen convencional,
atribuindo  estes resultados as  baixas
concentragdes esperméticas presentes nas
amostras seminais sexadas. No presente estudo,
estas diferencas ndo afetaram a fertilidade.

O atraso das inseminac¢des, no presente
estudo, sendo realizada 62 horas ap0s a retirada
do progestageno, € justificado pelo fato do sémen
sexado, ter uma menor viabilidade no trato genital
da fémea (MOCE et al., 2006), e sua capacitacdo
ser mais rapida, quando comparada ao sémen
convencional (LU et at., 2004). Baseado nos
trabalhos de Baruselli et al. (2006) e Sales et al.
(2012), as ovulacdes ocorrem de 70 a 72 horas
apés a retirada do implante liberador de
progesterona. Portanto, resultados demonstram
que o atraso das insemina¢Bes 10 a 12 horas
antes da ovulagéo favorece o aumento nas taxas
de prenhez quando a IATF é realizada com
sémen sexado (SALES et al., 2011). Neste
sentido, vérios estudos (SOUZA et al.,, 2008;
BARBOSA et. al., 2011; SALES et al., 2011)
também constataram aumento na taxa de
prenhez com sémen sexado, quando as
inseminacdes foram realizados 60 horas apés a
remogcdo da progesterona em comparacao
aguelas realizadas 54 horas, ap0s a retirada do
implante. No presente estudo as inseminacdes
foram feitas, 62 horas apds a retirada do
implante, o que possibilitou uma taxa de prenhez
satisfatdria tanto para o grupo G1-CONV quanto
para o grupo G2-SEX.

Conclusoes

O protocolo possibilitou aos animais
inseminados com sémen sexado 62 horas apés a
retirada do dispositivo intravaginal, alcancarem
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taxas de concepcao préximas as fémeas
inseminadas com sémen convencional, tornando
assim, satisfatoria a utilizagdo comercial do
sémen sexado em programas de inseminagdo
artificial em tempo fixo.
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