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RESUMO

A sexagem de sémen é uma ferramenta da reprodugdo animal disponivel
comercialmente. O objetivo desse estudo é encontrar uma alternativa que favoreca o
uso do sémen sexado na inseminacao artificial, tornando-o economicamente viavel.
Inicialmente é apresentada uma revisdo sobre o processo da sexagem e fatores que
afetam os resultados. O primeiro experimento (capitulo 1) foi realizado com o intuito de
se avaliar a eficacia do uso da técnica de inseminacao intracornual profunda (IAIP) com
uma dose reduzida de sémen, chegando a resultados de 67,4% (IAIP) e 48,8% na
inseminacao artificial convencional (IA) (p>0,05). No segundo experimento (capitulo 2),
observaram-se os resultados de um programa de IA com sémen sexado em uma
fazenda de bovinos de corte e avaliou-se o custo da producéo de bezerros, obtendo-se
23,0% de taxa de nascimento com o sémen sexado e 46,45% com o0 sémen nao-
sexado (p<0,05). Finalmente, o terceiro experimento (capitulo 3) aliou informacfes do
primeiro e segundo, comparando-se a taxa de prenhez obtida com sémen sexado pela
IA e IAIP. Os resultados demonstraram uma diferengca ndo significativa usando-se as

duas técnicas, apesar das porcentagens de 36,0% na IAIP e 48,0% na IA (p<0,05).

Palavras-chave: Sémen sexado; bovinos de corte; inseminacdo intracornual profunda.
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ABSTRACT

The sexed semen is a tool of animal reproduction commercially available. The aim of
this study is to find an alternative that promotes the use of sexed semen in artificial
insemination, making it economically viable. The first part of this dissertation is a review
of the sexing process and the factors that affect it results. The experiment 1 was carried
out in order to evaluate the effectiveness of deep intracornual artificial insemination
(DIAI) technique with a reduced dose of semen, the results were 67,4% in DIAI and
48,8% in conventional artificial insemination (Al) (p>0,05). In the second experiment, we
observed the results of a Al program with sexed semen in a beef cattle farm and
evaluated the cost of calves production, obtaining 23,0% of birth rate with sexed sperm
and 46,45% with the non-sexed sperm (p<0,05). Finally, the third experiment was
conducted to compare the sexed semen pregnancy rate obtained with Al and DIAI. The
results show a non-significant difference using the two techniques, despite the
percentages of 36,0% in DIAI and 48,0% in Al (p<0,05).

Key-words: Sexed semen; beef cattle; intracornual deep insemination.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil passa por um periodo de alta nos precos pecuarios, com valorizacao
significativa do precgo da carne bovina ao longo de 2008 em comparagéo a 2007 (Boi e
Companhia, 2009). O pais apresentou um aumento consideravel nas exportacdes entre
2000 e 2005, com inicio da fase de alta na entressafra de 2006 (Anualpec 2005; Boi e
Companhia, 2009). Apesar da onda de otimismo ao longo dos ultimos anos, o final de
2008 foi marcado por uma situacdo de inseguranca em fungao de uma crise econémica
mundial, gerando incertezas quanto a seu real impacto no mercado de carne.

Certamente o mercado econdmico ligado a diferentes setores da reproducao
animal € influenciado pelas oscilacdes do mercado da carne. A demanda por produtos
de origem animal e o retorno financeiro repassado ao produtor pesam nas decisées em
se investir em tecnologias. Segundo o relatério da ASBIA (2007), houve um aumento de
11,3% na venda geral de sémen entre 2006 e 2007, entretanto, o espaco para
crescimento do setor ainda € grande, tendo em vista que apenas 7% do rebanho das
fémeas aptas a reproducao no rebanho brasileiro sdo inseminadas.

Como resultado desse periodo de alta na pecuaria, 0 setor passa por uma
revolucdo tecnolégica e organizacional. A modernizacdo e intensificacdo da producéo
bovina € um processo dinamico, que deve incluir a melhoria da qualidade do produto
gerado (genética), aumento da escala de producdo de produtos de qualidade e
aceleracdo do processo produtivo (precocidade). Segundo Galli e Lazzari (2004), a
reproducdo € uma das principais ferramentas na criacdo animal, pois, além da
multiplicacéo do rebanho, potencializa o ganho genético dos animais. Para Neves et al.
(1999), do ponto de vista econdémico, o desempenho reprodutivo € um dos principias
pilares da pecuaria, sendo cinco vezes mais importante que o ganho de peso e até dez
vezes mais importante que o rendimento de carcacga.

A sexagem de sémen € o mais recente estagio de evolugdo da reproducao
animal, apdés as técnicas tradicionais de inseminacao artificial, transferéncia de
embrides, fertilizagcdo “in vitro”, sexagem de embrides e biparticdo de embrides. O
sémen sexado é uma biotecnologia disponivel comercialmente, entretanto, seu uso na

producdo de bovinos deve atender premissas basicas de qualquer sistema de



producgdo, eficiéncia econdmica. Certamente o custo dessa tecnologia e o seu
resultado, avaliado pela taxa de prenhez, pesam na deciséo de sua implantag&o.

Segundo Cézar (2001), a producédo de um bezerro com custo elevado (devido a
baixa eficiéncia reprodutiva) leva o produtor a perda de competitividade, diminuicdo na
capacidade de investimento e depreciagdo da atividade como um todo. O preco do
produto produzido na propriedade (ex. bezerros) & determinado pelo mercado e néo
pelo seu custo de producédo, portanto, o produtor deve ter o cuidado de desenvolver
atividades que conduzam a um melhor desempenho econdémico do seu sistema de
produgdo. A tomada de decisdes seguras deve ser fundamentada no conhecimento e
controle do desenvolvimento do seu rebanho por meio da determinagdo dos indices
zootécnicos do rebanho, como exemplo as taxas de prenhez e natalidade. InUmeras
vezes, produtores sdo assediados por empresas que vendem biotecnologia para
implantacdo de programas inovadores em suas propriedades, porém, sem possuir
conhecimento ou condi¢des suficientes, aplicar a técnica € condenar ao insucesso a
realizacdo da pratica e consequente frustracdo do produtor.

De acordo com Segui (2007), os avanc¢os alcancados pela pecuaria nos ultimos
anos proporcionaram ganhos importantes no setor. Essas mudancas demandam uma
forte necessidade de organizacdo e utilizacdo de técnicas ainda mais avancadas na
conducdo do nego6cio da carne. A organizacdo da cadeia de producdo é uma
necessidade inadiavel na busca de um negdécio mais eficiente e rentavel, e que possa
atender um consumidor moderno que quer produtos confiaveis, alimentos saudaveis,
respeito ao meio ambiente e bem estar animal. O Médico Veterinario é parte
fundamental no processo de producéo de carne bovina, participando do inicio ao fim do
processo produtivo. No que se refere a reproducdo, o veterinario tem funcgéo
transcendente, especialmente na incorporagdo de novas biotecnologias, ndo somente
em funcdo de sua capacidade de aplicacdo de conhecimentos meédicos para
diagnostico ou em patologia e genética, mas também em adquirir habilidade de analisar
0 qudo amplo serd o impacto de uma tecnologia no sistema de producéo, tendo em

vista a necessidade de se adotar sistemas economicamente viaveis.



Uma melhora das técnicas atualmente utilizadas na reproducdo animal, que
contribuam para melhores resultados, deve ser foco de pesquisa de profissionais que

atuam na area.

1.10bjetivos gerais

O objetivo desse estudo é encontrar uma alternativa que favoreca o uso do
sémen sexado na inseminacdo artificial, tornando-o economicamente viavel pela

diminuicdo no numero de doses utilizadas por concepcao.

1.20bjetivos especificos

e Avaliar a eficacia do uso da técnica de inseminacao intracornual profunda
(IAIP) com uma dose reduzida de sémen (capitulo 1);

e Avaliar o resultado de um programa de inseminacao artificial com sémen
sexado em uma fazenda de bovinos de corte, mantendo-se os padrées de
rotina da propriedade, bem como fazer um levantamento comparativo de
custos na producdo de bezerros com o sémen sexado e ndo sexado
(capitulo 2);

e Comparar a taxa de prenhez obtida com o sémen sexado pela técnica
IAIP com o sémen sexado depositado no corpo do Utero pela inseminacao

convencional (capitulo 3).

1.3Estrutura da Dissertacao

A dissertagdo tem inicio com uma breve introdu¢do sobre o tema abordado,
evidenciando a situacdo atual da pecuéria de corte e como a adoc¢do de biotecnologias
reprodutivas, como o0 sémen sexado, interferem no sistema de producao. Na sequiéncia,
uma revisdo de literatura sobre sexagem espermatica € apresentada com intuito de
fornecer subsidios aos leitores para a compreensao das discussdes expostas nos trés

capitulos seguintes. Os capitulos 1, 2 e 3 estdo escritos na forma de artigo cientifico; o



capitulo 1 é referente & técnica de inseminacdo intracornual profunda (IAIP), cujo
experimento objetivou avaliar o resultado da IAIP com uma dose de sémen de
concentracdo espermatica inferior a convencional. O capitulo 2 discorre sobre os
resultados de um programa de inseminacao artificial com uso do sémen sexado em
uma fazenda de bovinos de corte. Finalmente, o capitulo 3 expde os resultados da
inseminacdo de um lote de animais com sémen sexado pela técnica de IAIP. As

consideracdes finais de todo o trabalho sdo apresentadas em seguida.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Introducéao

O primeiro marco histérico da inseminacdo artificial € de autoria de Lazzaro
Spallanzani (1780), que obteve produtos vivos e normais a partir da coleta do sémen de
um cao e inseminacdo de uma cadela. O veterinario e pesquisador Elias Ivanov teve
um papel importante na evolucdo da técnica, demonstrando que a inseminacao era
possivel a partir da diluichio do sémen com soro artificial, além de estudos
esclarecedores sobre o papel do frio na conservacdo do sémen. A pratica da
inseminacao cresceu rapidamente na Europa. Somente na antiga Unido Soviética, em
1938, foram inseminadas 1.200.000 vacas. Estudos posteriores permitiram melhorias
dos meios de conservacao do sémen, além da descoberta cientifica dos ingleses Polge,
Smith e Parkes, em 1949, possibilitando o congelamento do sémen com reducao dos
danos as células, o que favoreceu de maneira decisiva sua comercializacdo. O primeiro
bezerro, produto de sémen congelado, € referido por Stewart (1951) (Mies Filho, 1987).

A partir da concretizacao da técnica de inseminacao artificial na producao animal,
pesquisadores comecaram a se indagar quanto a possibilidade de selecionar o sexo
antes da concepcdo. A escolha prévia do sexo dos animais traria vantagens
significativas tanto a produtores de leite como de bovinos de corte. Segundo McManus
et al. (2002), o potencial de ganho em peso dos bovinos machos é superior ao das
fémeas, sendo interessante maior proporcdo de machos em rebanhos comerciais de
corte. Na pecuaria leiteira, 0 maior nascimento de fémeas permitiria maior pressao de
selecdo, maior numero de fémeas em lactacdo, aumento da produtividade e reducéo
dos custos com o nascimento de machos.

Véarios estudos foram conduzidos na tentativa de permitir que apenas
espermatozoides X ou Y alcangcassem a porcao superior do trato genital das fémeas, o
gue potencialmente permitiria um aumento na taxa de nascimento do sexo almejado
(Skjervold e James, 1979; Rorie, 1999). Alguns fatores sabidamente interferem nessa
taxa, como o horario da inseminacao (WehNer et al., 1987), alteracdo do pH vaginal

(Daniell, 1983) e influéncia da dieta (Papa et al., 1983). Trabalhos conduzidos por Silva



et al. (2008) obtiveram resultados significativos na propor¢cdo de machos inseminando-
se as fémeas mais tardiamente apds a sincronizacdo das ovulagbes. Entretanto,
apenas a técnica por citometria de fluxo consegue separar espermatozoides X e Y com
alta fidelidade, permanecendo como a Unica técnica provada e confiavel para producao
de animais saudaveis e reprodutivamente funcionais com boa taxa de acuracia na
determinacao do sexo desejado (Tubman et al., 2004).

A principal limitacdo na comercializacdo dessa tecnologia consiste no
processamento do sémen, que demanda um tempo consideravel para o preparo de
uma dose, permitindo a producao eficiente para comercializacdo de doses com apenas
aproximadamente 2 milhdes de espermatozdides. Segundo Seidel Jr e Schenk (2008),
limitagbes do processo ditam que a comercializacdo desse tipo de sémen é possivel
apenas com baixas concentracdes de espermatozoéides por dose, resultando no
comprometimento das taxas de prenhez.

Outro método disponivel para sexagem espermatica é a imunossexagem com
anticorpo monoclonal para a deteccdo de antigenos de superficie sexo especificos dos
espermatozoides. A identificacdo de uma proteina especifica na membrana plasmatica
de espermatozoides “X” e “Y” pode gerar grandes oportunidades para a escolha do
sexo (Hendriksen,1999). E um método simples e de menor custo em compara¢do a
citometria de fluxo, porém, ainda ndo disponivel comercialmente.

O sémen sexado pela técnica de citometria de fluxo esta disponivel
comercialmente no Brasil desde 2004. Considerando a importancia da técnica, esta
revisdo tem como objetivo levantar informacfes que sejam de interesse para a
compreensao do atual uso dessa biotecnologia, resultados esperados, dificuldades

encontradas e avangos obtidos.

2.2 Historico da sexagem espermatica

A espécie bovina possui 60 cromossomos em suas células somaticas. Os
gametas masculinos, células hapléides, possuem além dos 29 cromossomos
autossémicos, um cromossomo sexual, sendo ele o X (fémeas) ou o Y (machos). A

determinacao do sexo dos embrides ocorre em funcao do tipo de gameta que fertiliza o



odcito (X). Segundo Moruzzi (1979), a diferenca total no DNA entre espermatozéides X
e Y de bovinos €, em média, de 4,2%.

A exploracdo dessa diferenca no DNA entre as duas populacbes de
espermatozoides permitiu 0 uso da técnica de citometria de fluxo na sua separacao.
Garner et al. (1983) demonstraram que o citbmetro de fluxo era capaz de determinar a
diferenca entre espermatozéides X e Y em bovinos, ovelhas, suinos e coelhos; porém,
as células eram mortas no processo.

A tecnologia de sexagem espermatica para aplicacdo em animais domésticos foi
implantada inicialmente pela “USDA (United States Department of Agriculture) Bestsvile
Agricultural Research Center”, ainda com problemas na morte celular pelo
comprometimento das membranas plasmaticas dos espermatozoides durante o
processo (Garner et al., 1983). Johnson (1988) alterou o protocolo, permitindo
obtencdo de resultados sem o comprometimento das membranas plasméaticas. Em
1989, Johnson et al. reportaram o0 sucesso na producéo de proles de coelhos com o
sexo pré-determinado; os espermatozoides foram separados de acordo com sua
constituicdo de DNA e depositados no oviduto das fémeas, gerando 81% de machos
com espermatozéides Y e 94% de fémeas com espermatozoides X.

Resultados experimentais satisfatérios desenvolvidos por Seidel et al. (1996)
favoreceram a comercializacdo da tecnologia e formagdo da empresa XY Inc. A
tecnologia também foi adaptada para o uso em humanos e comercializada pela
“Genetics and IVF Institute (GIVF)” (Fugger, 1999).

A criopreservagdo do sémen sexado foi desenvolvida nos mesmos moldes do
sémen convencional, permitindo a expansdo da técnica (Schenk et al.,, 1999).
Inicialmente, quatro companhias adquiriram licenca para producdo de sémen sexado,
sao elas: ABS Global, Atlantic Breeders Cooperative, Mastercalf Ltd. e XY Inc (adquirida

pela Sexing Technologies) (Garner e Seidel Jr, 2008).



2.3 Processo de sexagem por citometria de fluxo

Segundo Seidel e Garner (2002), apesar da pequena diferenca entre o0s
espermatozoides X e Y, essa € suficiente para a obtencdo de uma alta acuracia na
separacao dos dois tipos celulares (aproximadamente 90%). Entretanto, cerca de 60%
das células sdo descartadas no processo (ndo-sexadas) e perto de 10% dos
espermatozoides sdo separados erroneamente.

A constituicdo do DNA da célula é determinada a partir da incorporacdo de um
corante fluorescente, Hoechst 33342, capaz de penetrar a membrana plasmatica e
aderir ao DNA da célula. Portanto, espermatozdéides X adquirem em torno de 4% a mais
de corante em relacdo aos Y. A fluorescéncia ocorre apenas quando a substancia é
exposta a determinada onda de luz, proveniente de um laser. Posteriormente, um
detector passa informacdes ao computador da intensidade de fluorescéncia.
Espermatozéides X também possuem 4% a mais de fluorescéncia em relacdo aos Y
(Seidel Jr, 2007). Segundo Yan et al. (2006), tanto o corante Hoechst 33342, quanto o
laser ultravioleta sdo agentes potencialmente mutagénicos. Entretanto, Ambrogi et al.
(2006) acreditam que o processo de sexagem ndo causa reducao na viabilidade ou
integridade do DNA; por outro lado, o estresse mecanico ao qual o espermatozdide é
exposto é significativo.

Seidel Jr (2007) descreveu que o citbmetro de fluxo consiste em uma bomba
para mover o fluido contendo espermatozdides pelo laser ultravioleta e detector de
fluorescéncia. Quando o fluido sai do citbmetro de fluxo € induzida a formacao de
minusculas gotas, contendo ou ndo espermatozoides. Algumas gotas possuem 2 ou
mais espermatozoides. Gotas contendo espermatozdides X recebem uma carga elétrica
positiva; espermatozdéides Y recebem uma carga negativa; se as gotas ndo possuem
espermatozoides, mais de uma célula, defeitos espermaticos ou ndo sao distinguidos
guanto ao seu conteudo de DNA , nenhuma carga elétrica € adicionada a gota. Quando
as gotas saem do citometro de fluxo, a uma velocidade de 80 Km/h e pressédo 50 psi,
sdo expostas a um campo eletromagnético (positivo e negativo), que atrai as gotas
eletricamente excitadas com a carga oposta. O que nao é atraido pelo campo segue o

fluxo para um recipiente de descarte.



Dentre os fatores acusados como responsaveis pela reducédo da qualidade do
sémen sexado estdo: laser ultravioleta (Lubart et al., 1997; Montag et al., 2000),
pressdo (Suh e Schenk, 2005), efeitos da diluicdo do sémen (Maxwell et al., 1996),
carga elétrica e campo eletromagnético (Klinc e Rath, 2006). Segundo Vazquez et al.
(2002), o corante de DNA néo gera grande impacto na fertilidade dos espermatozdides.
Para Breitbart et al. (1996) e Lubart et al. (1997), a exposicdo ao laser acelera o
transporte de Ca** nos espermatozéides, fortalecendo a ligacdo do Ca®* & membrana
plasmatica e diminuindo sua disponibilidade para as mitocondrias. Mudancas na
concentracdo de Ca** no citoplasma da célula interferem em sua funcéo de controle da
motilidade espermatica e reag¢édo acrossémica.

A respeito da viabilidade do sémen sexado, € interessante ressaltar a
necessidade do processo de capacitacdo espermatica, ou seja, 0 espermatozoide deve
passar por uma série de mudancas no trato reprodutivo da fémea antes de ser capaz
de realizar sua reacdo acrossdmica e, assim, fertilizar o o6cito (Graham 1996). Para
Mocé et al. (2006), ap6s a criopreservacdo, 0 sémen sexado apresenta reacao
acrossdmica mais rapidamente; o processo de sexagem induz alteracées na membrana
esperméatica que culminam na aceleracdo do processo de capacitacdo espermética e
reagdo acrossdmica, o que diminui sua sobrevida. De acordo com Maxwell et al. (2004),
a limitacdo do sémen sexado consiste em sua baixa sobrevida, sugerindo uma reduzida
viabilidade no trato reprodutivo da fémea, o que sugere a necessidade de se depositar
0 sémen profundamente no Utero em um momento mais proximo a ovulagéo.
Entretanto, para Seidel et al. (1999), mesmo modificando-se as técnicas de
inseminacao, a fertilidade do sémen sexado permanece baixa.

Maxwell et al. (1996) descreveram que para a analise individualizada dos
espermatozoides € necessario uma alta diluicdo do sémen antes da sexagem e
consequente concentracdo apds 0 processo, por centrifugacdo. A membrana
plasmatica do espermatozoide € rica em lipidios, sensiveis a oxidacdo. A capacitacao
espermética inclui a peroxidacdo de lipidios da membrana plasmatica, permitindo a
reagdo acrossdmica, porém, uma maior oxidagdo pode ser induzida pela manipulagéo
dos espermatozoides, levando a alteracdes irreversiveis na membrana do acrossoma

(Kodama et al. 1996; Whittington and Ford 1998) . A defesa natural do sémen contra a
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oxidacdo € funcdo do plasma seminal (reduzido em altas diluicdes) (Maxwell et al.
1996).

De acordo com Maxwell et al. (2007), a reintroducdo do plasma seminal em
alguns pontos do processamento do sémen tem sido estudada como método para
reversao dos efeitos negativos observados na criopreservagao e sexagem.

Sobre a pressao induzida pelo citdmetro de fluxo no processamento do sémen,
segundo Suh et al. (2005), uma reducédo de 50 para 40 psi na sexagem provoca menos
injurias aos espermatozoides sem comprometer a qualidade espermatica, velocidade do
processo ou acuracia da sexagem. Recentemente, a velocidade do processo de
sexagem, com alta eficiéncia, atingiu 8000 espermatozoides por segundo (Sharpe e
Evans, 2009). Apesar dos avancos, o tempo de preparo de uma dose de sémen
permanece longo para se obter uma concentracdo razoavel de espermatozoides
sexados. Para Parrilla et al. (2005), como consequéncia do tempo da sexagem, a
populacdo de espermatozéides se caracteriza pela heterogeneidade entre as células
recém sexadas e outras armazenadas por mais tempo, o que pode interferir no seu
potencial de fertilizacao.

A deteccéo e descarte de células mortas e defeituosas € auxiliada pela adicéo de
um corante vermelho (‘red food coloring”), ndo absorvido por células saudaveis. A
fluorescéncia do Hoechst 33342 ¢é inibida pelo corante vermelho, por isso,
espermatozoides com reduzida fluorescéncia sao descartados no processo (Seidel Jr,
2007).

Quanto a normalidade dos bezerros produzidos, inumeros trabalhos foram
realizados comparando-se a producdo do sémen sexado com o sémen ndo sexado,
incluindo proles de fémeas nascidas como resultado de inseminacdo com sémen
sexado; para Seidel Jr (2007), os produtos gerados a partir de um sémen sexado néo
apresentaram nenhuma diferenca quanto a taxa de mortalidade, taxa de reabsorcao
embrionaria, peso ao nascer, peso a desmama ou anormalidades morfolégicas.
Segundo Garner (2009) ha poucas evidéncias de ocorréncia de danos genéticos aos
espermatozoides.

A técnica de sexagem evoluiu muito ao longo de 20 anos, ao ponto de se

desenvolver sistemas em continuo funcionamento (24 horas), em que um Unico
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citbmetro é capaz de produzir 300 palhetas por dia. A ineficiéncia do processo nédo foi
completamente eliminada, resultando em mais de 50% de eliminagdo de células
potencialmente normais. Uma maior precisdo no sistema de identificacdo de
espermatozoides X e Y por intensidade de fluorescéncia beneficiaria a viabilidade do
processo (Sharpe e Evans, 2009).

Investigagbes futuras devem ser conduzidas no sentido de se evitar 0s
problemas inerentes a sexagem e criopreservacdo, por meio da prevencdo da
desestabilizacdo da membrana espermatica, reducéo da pressao durante o processo e

adicdo de plasma seminal em diferentes estagios (Maxwell et al., 2004).

2.4 Fatores que afetam os resultados do sémen sexado

Segundo Klinc e Rath (2007), uma série de fatores pode afetar os resultados
obtidos pela inseminagcdo com sémen sexado, entre eles, o reprodutor utilizado, a
qualidade espermatica, a concentracdo espermatica das doses, o estado reprodutivo
das fémeas, o horério da inseminacéo apés o estro, o local da deposicdo do sémen, a
habilidade do inseminador e 0 manejo da propriedade. A reduzida fertilidade do sémen
é o fator de maior impacto econémico na aplicacdo dessa biotecnologia (Seidel Jr et al.,
2003; Meirelles et al., 2008).

Para Seidel Jr e Schenk (2008), a comercializacdo do sémen sexado € viavel
apenas com baixas concentracbes de espermatozoides, como conseqiéncia do
elevado valor do equipamento, a velocidade e a eficiencia da sexagem. Segundo
Bodmer et al. (2005) e Schenk e Seidel Jr (2007), a fertilidade do sémen sexado é
reduzida em comparacdo ao sémen nao sexado, porém, ndo se sabe em que
proporcao esse efeito € atribuido ao processo de sexagem ou a baixa concentracdo de
espermatozoides por dose. Na opinido de Klinc e Rath (2007), os resultados somente
podem ser melhorados com o aumento da sobrevida dos espermatozoides, alterando-
se o0 protocolo de sexagem e criopreservagao.

Estudos conduzidos por Friters et al. (2009), avaliaram o resultado de
inseminacdes com sémen dos mesmos reprodutores nas seguintes concentracoes:

sémen nao sexado com 15 e 2 milhdes de espermatozéides e sémen sexado com 15 e
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2,1 milhdes de espermatozoides; foi identificada uma reducdo de 13,6% na taxa de
prenhez com sémen sexado contendo 2,1 milhdes de espermatozdides, atribuindo 8,6%
dessa reducéo a baixa concentracdo do sémen e 5,0% ao processo de sexagem.
Experimentos realizados por Seidel et al. (1997), Den Das et al. (1998) e Bodmer
et al. (2005), demonstraram a importancia da fertilidade dos touros nos resultados
obtidos com sémen sexado. De acordo com Frijters et al. (2009), os efeitos da baixa
concentracdo e da sexagem diferem entre os reprodutores, sendo que a fertilidade do
reprodutor com o0 sémen sexado ndo pode ser avaliada pela observacéo dos resultados

com um sémen nao sexado.
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RESUMO - O objetivo do experimento foi comparar a técnica de inseminacgéo artificial
intracornual profunda (IAIP) com a técnica de inseminacéo transcervical no corpo do
atero (lA), utilizando-se dose reduzida de sémen em um rebanho bovino de corte.
Foram selecionadas 89 vacas, sendo 74 animais da raca Nelore e 15 vacas cruzadas
(Nelore X Red Angus), em outubro e novembro de 2006. O sémen em palhetas era
proveniente de uma central de inseminacdo artificial, apresentando comprovada
fertilidade. A concentracdo espermatica de cada palheta era de aproximadamente 12
milhdes de espermatozdides viaveis. Para cada inseminacédo a palheta era dividida ao
meio antes do descongelamento. Procedeu-se a IA via transcervical com depoésito do
sémen na por¢cdo mais profunda do corno ipsilateral ao ovéario que continha o foliculo
ovulatorio. A identificacdo dos foliculos ovulatérios era feita por palpacdo antes da IA.
Dos 89 animais inseminados ocorreu um porcentual de prenhez de 67,4% para o Grupo
IAIP e de 48,8% para o Grupo IA (p>0,05). Levando-se em consideracdo o baixo
namero de animais pesquisados, concluiu-se que nao houve diferenca significativa

entre 0s grupos.

Palavras-chave: Inseminacédo intracornual profunda; dose reduzida de sémen; bovino

de corte.
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DEEP INTRACORNUAL INSEMINATION IN CATTLE WITH REDUCED DOSE OF
SEMEN

ABSTRACT - The aim of this experiment was to compare the deep intracornual artificial
insemination technique (DIAI) with the conventional insemination in the body of the
uterus (Al) using a reduced dose of semen in a beef cattle herd. A group of 89 cows
were selected, 74 Nelore and 15 Nelore X Red Angus cows, in October and November
2006. The semen was from an artificial insemination company and was examined for
fertility guarantee. The sperm concentration of each dose was approximately 12 million
of viable sperm. For each insemination the dose was split in half. The semen was
deposited in the deepest portion of the horn of the ovary containing the ovulatory follicle.
The identification of ovulatory follicles was made by palpation before the Al. The
percentage of pregnancy was 67,4% for DIAI Group and 48,8% for Al Group (p> 0,05).
There was no significant difference between groups.

Key-words: Deep intracornual insemination; low dose; bovine.
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INTRODUCAO

O Brasil utiliza a inseminacéo artificial (IA) em aproximadamente 7% do seu
rebanho. Apesar de ser uma técnica padronizada e amplamente utilizada, essa
porcentagem demonstra o potencial de crescimento e melhoria da IA dentro do rebanho
nacional, levando em consideracdo que a inseminacdo artificial € a técnica que
apresenta melhor resultado quando se pretende realizar a selecdo e o melhoramento
genético de um rebanho como um todo (ASBIA, 2007). No entanto, avancos nos
estudos relativos a reproducdo de bovinos devem ser empregados, com o objetivo de
melhorar as técnicas atualmente utilizadas. Um exemplo impar disso € quanto ao uso
de sémen sexado na inseminacgao artificial, que apresenta uma tendéncia a menores
taxas de prenhez (Bodmer et al., 2005; Kurykin et al., 2007). Tendo ciéncia que a
técnica de sexagem por citometria de fluxo ainda esta em evolugcédo e que mudancgas no
processo reduzem a eficiéncia da separacdo dos espermatozéides (Suh e Schenk,
2003), seria de grande valia uma melhora na eficiéncia da técnica de inseminacao
artificial atualmente utilizada, tornando viavel a utilizacdo de doses de sémen com
concentracoes inferiores ou de menor fertilidade.

Quanto as técnicas atualmente disponiveis para inseminacéo artificial, um melhor
entendimento da anatomia e fisiologia da reproducdo, como o transporte e
sobrevivéncia dos gametas, além de processos envolvidos na fertilizacdo, permitem aos
pesquisadores ousar intervengbes mais eficientes na inseminacdo (Hunter e Greve,
1998). A vantagem da deposicdo de sémen no corpo uterino em comparacdo a
deposicao na cérvix ndo gera mais duvidas. Entretanto, duvidas sao levantadas quanto
ao melhor local para deposi¢cdo do sémen apos a cérvix (Lopez-Gatius, 2000). Segundo
Hawk et al. (1983), Larsson et al. (1985), Nelson et al. (1987) e Seidel Jr et al. (1999) o
sémen depositado perto da juncdo Utero-tubarica diminuira as perdas de
espermatozoides pelo fluxo retrdgado no muco cervical e perdas por fagocitose durante
a migracdo uterina, além de proporcionar um acréscimo na sobrevida do
espermatozoide.

Vérios estudos ja foram desenvolvidos para determinar o melhor local de

deposicdo do sémen na inseminacdo artificial (LOpez-Gatius e Camom, 1988;
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Mackenna, 1990; Lépez-Gatius, 2000; Andersson et al., 2004), porém, ndo hia um
consenso entre os autores quanto a inseminagao intracornual profunda.

Alguns experimentos obtiveram maiores taxas de prenhez quando a inseminacéo
era realizada no corno uterino ipsilateral a ovulacdo em comparacdo com a
inseminacao no corpo do Utero e no corno contralateral a ovulagédo (Senger et al., 1988;
Lépez-Gatius, 2000). Entretanto, Hawk e Tanabe (1986), Momont et al. (1989) e
Andersson et al. (2004) ndo obtiveram diferenca significativa na taxa de prenhez
comparando as mesmas técnicas.

A razdo da discrepancia entre os resultados desses estudos ainda nao foi
totalmente esclarecida, porém € sabido que uma série de fatores pode influenciar na
prenhez (Lopez-Gatius, 2000); acredita-se que a alta concentracdo de espermatozoides
possa mascarar os resultados, uma vez que o aumento da concentracdo da dose de
sémen contribui para aumentar a taxa de prenhez em uma correlacdo dependente da
fertilidade do touro utilizado (Den Daas et al., 1998; Andersson et al., 2004; Kurykin et
al., 2006). Outras variaveis devem ser analisadas, como: inseminacao unicornual ou
bicornual, observacéo de estro ou inducéo, periodo pds-parto, manejo e experiéncia do
inseminador. Todos esses fatores dificultam a comparacgéo dos resultados.

O objetivo desse estudo é comparar uma técnica de inseminacédo intracornual
profunda (IAIP) com a técnica de inseminacado transcervical padrdo no corpo do Utero
(IA), usando uma dose reduzida de sémen em um programa de inseminacao artificial
com observacgéo de estro de uma fazenda de bovinos de corte; uma vez que a maioria
dos experimentos realizados nesse contexto € conduzida em animais com

predisposicao racial para producéo de leite.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Fazenda Sanga Puitd, localizada no
municipio de Iguatemi - MS. Foram selecionadas 89 vacas de um lote de vacas
solteiras, sendo 74 vacas da raca Nelore e 15 vacas cruzadas (Nelore x Red Angus) e
escore corporal variando de 2,5 a 3,5 (1=muito magra a 5=muito gorda), de acordo com

Lowman et al. (1976). Todos os animais foram manejados da mesma forma, sendo a
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base alimentar Brachiaria decumbens com suplementacdo de sal mineral em sistema
rotacionado de pastejo. A inseminacgéo foi realizada do dia 18 de outubro de 2006 ao
dia 03 de novembro de 2006, com observacéo de estro natural e auxilio de rufides. Os
animais foram observados pela manha e tarde sendo a inseminacéo realizada 12 horas
apos a identificagdo do estro. Todos os animais foram inseminados por um dnico
inseminador, sendo padronizada a formagao dos grupos tratados.

O sémen utilizado era proveniente de uma central processadora de sémen
comercial credenciada. Foram utilizadas doses de dois touros: Nelore para as vacas
cruzadas (Nelore X Red Angus) e um Red Angus para as vacas Nelores, com a mesma
partida de congelamento para cada touro. A concentracdo média das meias doses de
sémen, obtida por contagem em camara de Neubauer, foi de 5,6 milhBes de
espermatozoides viaveis para um touro da raca Red Angus e de 4,0 milhBes para um
touro da raca Nelore. Para cada inseminacdo o processo foi 0 mesmo: a palheta era
dividida ao meio, antes do descongelamento da dose, com uma lamina de aco, e
apenas a metade da palheta que continha a extremidade com a bucha era utilizada
para a inseminacdo, justamente para que fosse possivel a deposicdo do sémen
(tomando o cuidado para n&do depositar a bucha); a outra metade da palheta foi
novamente guardada no botijao de nitrogénio, com a extremidade cortada lacrada com
papel aluminio, de forma a permitir uma posterior avaliacdo da concentracdo de cada
palheta. Foi realizada a andalise de motilidade, vigor, concentracdo e patologia
espermética de duas doses intactas (ndo utilizadas para inseminacdo) de cada touro
apos o descongelamento padrédo (aproximadamente 37°C por 30 segundos), para
comparacdes com as analises das meias doses guardadas novamente no nitrogénio
(sem diferencas significativas).

Para a execucédo da IAIP utilizou-se um cateter longo medindo 65 cm,
especialmente desenvolvido para esse fim. Na sequUéncia introduziu-se 0 sémen na
porcdo mais profunda do corno ipsilateral ao ovario que continha o foliculo ovulatorio.
Feito isso, a posi¢ao correta do cateter era verificada por palpagédo do utero e s6 entédo
a meia dose do sémen depositada. A identificacdo do foliculo ovulatério foi feita por
palpacdo dos ovarios antes da inseminacao e identificacdo do maior foliculo presente,

assim como sua consisténcia. A inseminacdo no corpo do utero (IA) seguiu a forma
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padrdo, porém, assim como na IAIP, foi utilizada apenas meia dose do sémen, e
registrados os dados referentes ao foliculo ovulatério.

A palpacéo das vacas para obtencéo dos resultados da inseminacéo foi realizada
quando a ultima fémea inseminada apresentava mais de 45 dias pds-inseminacao.
Além da prenhez, também foi observado o corno uterino onde se encontrava o feto.

Os dados analisados foram: prenhez com IAIP X IA; influéncia dos touros
utilizados; influéncia do uso de um cateter para IAIP estéril X cateter reaproveitado apos
a lavagem do equipamento com agua e sabdo; influéncia do tipo de foliculo ovulatorio
(consisténcia | — foliculo duro; Il — médio; Ill — maduro; IV - ovulado) no resultado da
prenhez; e a correlagéo entre o lado do foliculo ovulatério com o corno gestacional.

A analise estatistica desenvolvida fez uso de tabelas de contingéncia e o teste do

Qui-quadrado com correcédo de Yates (p<0,05) para cada comparacéo realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos: 31 vacas gestantes de 46 inseminadas pelo método IAIP
(67,4%) e 21 vacas gestantes de 43 inseminadas pelo método da IA tradicional
(48,8%). Observa-se que ao se utilizar a IAIP o porcentual de prenhez foi maior, porém
nao significativo (p>0,1), conforme observado na tabela 1.

TABELA 1 — Resultado da taxa de prenhez no grupo IAIP e IA ap0s a utilizacdo de
dose reduzida de sémen (lguatemi — MS, 2006) (n=89)

Grupo Total Animais Total Fémeas Prenhes (n) Total Fémeas Né&o Taxa de
Animal (n) Prenhes (n) Prenhez (%)
IAIP 46 31 15 67,4°

IA 43 21 22 48,8 °
a:b p<0.05

IAIP — inseminac&o intracornual profunda;

IA —inseminagao artificial

De acordo com Verberckmoes et al. (2004), o sémen depositado préximo a
juncdo Uutero-tubéarica (principal reservatorio espermatico proximo ao local da

inseminacdo) reduz as perdas de espermatozéides, o que favorece a técnica de
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inseminacdo profunda com concentragdes reduzidas. Os estudos de Dalton et al.
(1999), fortalecem essa teoria, tendo o autor chegado a conclusédo de que o0 acesso dos
espermatozoides ao oocito é favorecido na IAIP, porém isso ndo garante melhores
taxas de prenhez. Em contrapartida, Hawk e Tanab (1986), ndo observaram diferenca
significativa em experimentos na mesma linha de pesquisa.

Para Lopez-Gatius (2000), a grande vantagem da IAIP seria a diminuicdo do
risco da inseminacao ser feita na cérvix, baseado no fato de que técnicos experientes
fariam o servico da IAIP, enquanto, cada vez mais, inseminadores menos qualificados
sdo responsaveis pela inseminacdo na propriedade. No presente experimento, o
mesmo técnico foi responsavel pelas duas formas de inseminacao, obtendo resultados
diferenciados, apesar de nao significativos. Entretanto, de fato a presenca de um
técnico qualificado, acompanhando todo o programa de inseminacao e realizando as
inseminacdes apds o exame clinico ginecolégico dos animais, deve culminar em
resultados diferenciados, o que torna discutivel, do ponto de vista econbmico, a
presenca de um técnico apto a esse tipo de exame em uma fazenda de bovinos de
corte durante um programa de inseminacdo, principalmente quando se tratar de um
sémen de custo mais alto.

E possivel que o nimero de animais utilizados em cada tratamento tenha sido
insuficiente para configurar uma analise estatistica favoravel a IAIP, acarretando dessa
maneira em resultados de nao significancia estatistica entre as técnicas utilizadas. Nao
temos evidencias para rejeitar a hipétese de que os tratamentos utilizados na
inseminacdo sao iguais. Apesar do baixo nivel de significancia (10%) do teste Qui-
quadrado, é razoavel supor que o numero de animais prenhes esta relacionado com a
Inseminacdo profunda (IAIP) e os n&o prenhes com a Inseminagcao normal (I1A),

conforme as proporc¢des apresentadas pela figura 1.
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FIGURA 1 — Comparativo entre as taxas de prenhez da IAIP e IA (IGUATEMI-MS,
2006)
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Quanto as outras variaveis analisadas, em relacdo as racas dos touros e das
vacas, o teste do Qui-quadrado ndo apontou diferenca significativa no resultado de
animais prenhes (p>0,05), apesar das concentracdes médias desiguais nas meias
doses de sémen de cada touro (4 milhdes e 5,6 milhdes). Para Andersson et al. (2004),
uma concentracdo de 2 milhdes de células totais por dose afeta significativamente a
taxa de prenhez dependendo da fertilidade do touro. No experimento de Verberckmoes
et al. (2005) foram utilizadas doses de 2, 4, 8 e 12 milhdes de células totais por dose,
variando o local da inseminacdo (corpo e corno uterino), nenhuma diferenca
significativa foi obtida nos resultados das taxas de prenhez de touros com fertilidade
adequada. Segundo Foote (1997), uma variacdo entre 10 e 40 milhdes de células totais
por dose nao influencia no resultado da inseminacao artificial desde que se mantenham
adequadas condicdes de coleta do sémen, processamento e técnica de inseminacao
artificial (contando a experiéncia do inseminador).

Apesar das analises do sémen dos dois touros apresentarem boas condicfes de
vigor, motilidade, patologia espermatica e concentracao, a técnica de corte da palheta
antes do descongelamento da dose pode causar uma variagcdo na concentracdo da

meia dose inseminada, tendo em vista que a concentracbes das meias-doses
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analisadas tiveram uma variagdo de até 3,4 milhdes de células viaveis. E possivel que
o corte da palheta antes do descongelamento ndo seja uma técnica adequada para
garantir a divisdo de duas metades iguais em concentracao de células.

Os resultados mostram que ndo existe uma associacao significativa entre o
estado de prenhez do animal e a consisténcia do foliculo dominante obtida por
palpacao retal no momento da inseminacao (p>0,05). Nao existiu diferencga significativa
entre a utilizacdo do cateter novo esterilizado e o cateter lavado reaproveitado (p>0,05).

Quanto ao lado da prenhez, obtido pela palpacédo retal do corno gestante, a
correlagdo com o ovério ipsilateral, que continha o foliculo dominante no momento da
inseminacao, é altamente significativa (p<0,01), sendo essa relagcdo mais precisa no
ovario direito. Esse resultado garante que é possivel obter uma boa precisdo da
palpacao do foliculo dominante no momento da inseminacéo. Para Lopez-Gatius (1997)
e Lépez-Gatius (2000), apesar do ovario direito ser um pouco maior e mais ativo, essa
assimetria ndo influenciaria na IAIP e no resultado de prenhez. A desvantagem da
palpacdo ovariana antes da inseminacdo ainda ndo é clara; certamente ha
possibilidades de ruptura de foliculos maduros durante a manipulacdo, porém, acredita-
se gue profissionais experientes tenham reduzidas taxas de ruptura. Segundo Hunter
(1998), na ruptura folicular o odcito ainda pode ser capturado pelas fimbrias.

CONCLUSAO

Apesar da evidente tendéncia de melhores resultados ao se utilizar a IAIP, a
deposicao de dose reduzida de sémen proximo a juncéo Utero-tubarica ndo apresentou
significativas vantagens sobre a taxa de prenhez em comparacéo a técnica tradicional

de inseminacéo.
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RESUMO - A técnica de citometria de fluxo é utilizada com sucesso visando a
sexagem de espermatozoides, gerando bezerros machos ou fémeas, de acordo com
a preferéncia do produtor. O objetivo do presente experimento foi avaliar a taxa de
nascimento ao se utilizar um sémen comercial sexado e comparar a eficiéncia com
sémen nédo sexado, bem como analisar o custo-beneficio do sémen sexado. Foram
utilizadas 342 novilhas da raga Nelore localizada no municipio de Guaraniagu-PR. O
experimento foi realizado em outubro e novembro de 2006. Todos o0s animais
pertenciam a mesma categoria animal com idade média de 24 meses. Os animais
eram criados a pasto (Brachiaria decumbens) em sistema de rotacédo de pastagem,
com suplementacao de sal mineral. Foram formados dois grupos de animais: Grupo
| (controle — sémen ndo sexado) formado por 155 novilhas e Grupo Il (sémen
sexado) por 187 novilhas. Os animais estavam com o escore de condi¢cdo corporal
entre 2,5 e 3,0 (variacdo de 1 a 5). Em ambos os grupos de novilhas foi realizada a
inseminacao artificial (IA) com observacao de estro (manhé e tarde), inseminando-se
12 horas ap6s a observacdo. No Grupo | foi utilizado um sémen comercial nédo
sexado de um touro Nelore, proveniente de uma Central de coleta e congelamento.
No Grupo Il foi utilizado um sémen sexado para gerar fémea, proveniente da mesma
Central de IA, porém de um reprodutor diferente ao do Grupo |. Os resultados
demonstraram uma diferenca significativa entre as taxas de nascimento (p<0,05), de
23,0% para o sémen sexado e 46,45% para 0 ndo sexado, gerando um aumento no
custo do bezerro produzido com o sémen sexado. Apesar da reduzida taxa de
prenhez do sémen sexado, a acuracia da sexagem observada no nascimento foi de
93,02%.

Palavras-chave: sémen sexado; Nelore; inseminacéao artificial.
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EFFICIENCY OF ARTIFICIAL INSEMINATION WITH SEXED SEMEN IN CATTLE:
REPRODUCTIVE VIABILITY AND ECONOMICS ASPECTS

ABSTRACT - The insemination with sorted sperm by flow-cytometry technique has
been used successfully for produce of male or female calves, according to the choice of
the producer. The aim of this experiment was to evaluate the rate of birth of a
commercial sorted sperm and compare its efficiency with a not sexed semen and
analyse the economic viability of the sexed semen. The experiment was conducted in
October and November 2006, in Guaraniacu-PR council, where 342 Nelore heifers were
used. All animals belonged to the same category animal and age (24 months). The
animals were managed in a system of rotation of pasture (Brachiaria decumbens), with
supplemental mineral. They were separate in two groups of animals: Group | (control -
not sexed semen) formed by 155 heifers and Group Il (sexed semen) formed by 187
heifers. The animals were with the body condition score between 2,5 and 3,0 (range
from 1 to 5). In both groups was used the estrus observation system (morning and
afternoon), and the artificial insemination (Al) occurred 12 hours after estrus. In Group |
was used a commercial not sexed semen of a bull (Nelore), from a company of
collection and freezing semen. In Group Il was used female sexed semen, from the
same company of Al, but from another sire. The results showed a significant difference
in the rates of birth (p<0,05), 23,0% in the sexed semen and 46,45% for conventional,
generating an increase in the cost of calf produced with sexed semen. The accuracy of

sexed semen was 93,02%.

Key-words: sexed semen; Nelore; artificial insemination.
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INTRODUCAO

A inseminacéo artificial (IA) é uma técnica amplamente utilizada para melhorar a
eficiéncia na produgédo de bovinos, apresentando melhores resultados quando se
pretende realizar a selecdo e o melhoramento genético de um rebanho. Contudo, novos
avancos biotecnolégicos devem ser agregados a esta biotécnica, com vistas a melhoria
do que atualmente se utiliza.

O sémen sexado pela técnica de citometria de fluxo esta disponivel
comercialmente no Brasil desde 2004. A acuracia do resultado esperado no sexo dos
bezerros € elevada, sendo anunciado um minimo de 85% pelas empresas
processadoras do sémen. As vantagens no uso do sémen sexado sdo diversas: melhor
programacao das populagcdes do rebanho, maior ganho na producédo de carne e leite,
facilidade em direcionar a reposi¢do de matrizes, ganhos genéticos e reducao de tempo
na selecdo de plantéis, melhor direcionamento nos testes de progénie, entre outras.
Entretanto, o custo desse sémen € maior do que o sémen ndo sexado (convencional),
tornando necesséria uma andlise econémica prévia ao uso dessa tecnologia (Lima,
2005)

A eficacia econdmica do uso dessa tecnologia na producdo de bovinos
certamente depende do numero de bezerros produzidos, que fica reduzido com um
sémen menos feértil. Estudos desenvolvidos por Seidel Jr et al. (1999) demonstraram
uma queda significativa na taxa de prenhez ao se utlizar o sémen sexado em
comparacdo a um sémen ndo sexado. Sabe-se que a concentracdo espermatica de
uma dose de sémen sexado, comercializado pelas empresas do ramo, €
significativamente inferior a do sémen nao sexado, residindo ai uma justificativa para a
queda na fertilidade. E desta forma que o mercado disponibiliza o sémen aos
produtores, que, dependentes deste modelo, precisam avaliar o custo-beneficio do uso
dessa tecnologia.

As vantagens do sémen sexado para a producdo de bovinos sdo varias. No

entanto, devem-se salientar as limitagbes, as quais muitas vezes limitam a utilizacao
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dessa tecnologia. A técnica de citometria de fluxo induz alteragbes na membrana
espermética, acelerando o processo de reacdo acrossdbmica no espermatozoide apés a
criopreservacao (pré-capacitacdo) (Mocé et al., 2006). Segundo Maxwell et al. (2004) e
Mocée et al. (2006), o processo acarreta uma reducdo da sobrevida do espermatozéide
sexado. Para Mocé et al. (2006) esse fato justifica a deposicdo do sémen préoximo do
local da fertilizagdo, assim como no momento mais proximo possivel a ovulagéo,
podendo este fato constituir-se em solucdo, objetivando o aumento das taxas de
prenhez. Contudo, mais pesquisas ainda sao necessarias para elucidar tais duvidas.
Enquanto ndo se define a melhor técnica de inseminagdo com sémen sexado
(local de deposicédo do sémen, hora da IA e protocolo de inseminacdo em tempo fixo),
permitindo a obtencdo de melhores resultados, permanece a cargo do produtor assumir
responsabilidades a respeito das taxas de prenhez apenas razoaveis (Lima, 2006).
Dado a importancia econémica da taxa de nascimento e do custo por prenhez
em uma fazenda de bovinos de corte, o presente trabalho tem como objetivo analisar e
comparar a taxa de nascimento ao se utilizar um sémen sexado e um sémen nao
sexado (convencional), verificando-se também os porcentuais de sexo dos bezerros
nascidos, a eficiéncia do sémen sexado (nimero de bezerros nascidos do sexo

escolhido) e a andlise financeira dos resultados.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 342 novilhas da raca Nelore em uma fazenda de cria, recria e
engorda localizada no municipio de Guaraniacu-PR. O experimento foi realizado em
outubro e novembro de 2006. Todos 0s animais pertenciam a mesma categoria animal
com idade média de 24 meses, submetidos ao mesmo sistema de manejo nutricional,
sendo criadas a pasto (Brachiaria decumbens) e em sistema de rotacdo de pastagem
com suplementacéo de sal mineral no cocho.

Foram formados dois grupos de animais: Grupo | (controle — inseminadas com
sémen nao sexado) formado por 155 novilhas e Grupo Il (sémen sexado), com 187
novilhas. Os animais estavam com escore de condicdo corporal entre 2,5 e 3,0

(variacdo de 1 a 5). Em ambos os grupos foi realizada a IA com observacédo de estro
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(manha e tarde) com auxilio de rufides, inseminando-se 12 horas apds a observacgao.
No Grupo | foi utilizado um sémen comercial ndo sexado de um touro Nelore,
proveniente de uma empresa de coleta e congelamento. No grupo Il foi utilizado um
sémen sexado para gerar fémea, proveniente da mesma empresa de IA do sémen nao
sexado.

Apo6s o descongelamento, a concentragdo espermatica do sémen ndo sexado
era em torno de seis milhBes de espermatozoides viaveis por palheta e citopatologia
espermatica total maxima de 20%, conforme exigéncias do Ministério da Agricultura,
com custo de R$ 20,00 por dose. No Grupo Il utilizou-se um sémen sexado direcionado
para fémea de um touro Nelore diferente do utilizado no Grupo I; neste caso, a
concentracdo de espermatozoéides viaveis apds o descongelamento era em torno de 1,2
milhdes/dose, sendo 0 sémen sexado pela técnica de citometria de fluxo com custo de
R$ 55,00 por dose.

Os resultados da taxa de nascimento foram obtidos na estacdo de nascimento do
ano seguinte (2007) com a identificacdo do sexo dos bezerros. Seguiu-se entdo a
analise econdmica comparativa dos dados coletados, utilizando-se o0 método do Qui-
quadrado (p<0,05). Para andlise econbmica, procurou-se estabelecer um comparativo
entre o valor do investimento em sémen e a divisdo desse valor por unidades de

bezerros gerados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Relativamente as taxas de nascimento, no grupo animal que foi inseminado com
sémen ndo sexado, de 155 animais pesquisados houve o nascimento de 72 bezerros
(46,45%), sendo 40 fémeas (55,56%) e 32 machos (44,44%). Por outro lado, no Grupo
Il (sémen sexado), dos 187 animais pesquisados houve uma taxa de nascimento de
23,0%, sendo 40 fémeas (93,02%) e 3 machos (6,98%), conforme pode-se observar na

tabela 1.



31

Tabela 1- Resultado da taxa de nascimento; de sexagem dos bezerros; e de custos por
bezerros gerados ap0ds a utilizacdo de sémen sexado e ndo sexado, em novilhas da

raca Nelore, inseminadas de modo convencional (Guaraniacu-PR, 2007) (N=342).

Grupo Total Taxa de Fémeas Machos Nascidos Fémeas Custo bezerro
Animal Animais (n) nascimento (%) (n) (n) (n) (%) (R$)
a 55,56%
G | (controle) 155 46,45 40 32 72 . 43,0,6
G Il (sémen b 93,02%
187 23,00 40 3 43 d 239,19
sexado)
Simulacao
com sémen 187 46,45 48 39 87 55,56% 42,99
néo sexado

a,b,c,d letras diferentes, na coluna, indicam diferenga significativa (p<0,05)

Com base nos resultados obtidos verifica-se a baixa taxa de nascimento auferida
com 0 sémen sexado, significativamente inferior a do sémen ndo sexado (p<0,05).
Apesar da elevada acuracia na obtencdo do sexo desejado com o sémen sexado
(p<0,05), ao se executar uma andlise simulada com as porcentagens obtidas com o
sémen ndo sexado, de forma a equalizar o niumero de animais e permitir melhor
comparacao entre os grupos, teriamos em 187 animais para cada grupo, 40 fémeas
obtidas com o sémen sexado e 48 fémeas com o sémen ndo sexado, resultando,
portanto, em 8 fémeas a mais com o sémen ndo sexado. Com 0 mesmo raciocinio e de
posse das porcentagens obtidas no experimento relativamente aos machos, o uso do
sémen ndo sexado forneceria 36 machos a mais que o sémen sexado, 0 que geraria
um peso econdmico representativo para o produtor.

O custo do bezerro produzido neste caso ficou em R$239,19 com sémen sexado
e R$43,06 com sémen nao sexado. A discrepancia entre os valores € devido ao
elevado custo da dose do sémen sexado, aliado a baixa taxa de nascimento. O custo
por fémea produzida, ou seja, o valor do investimento dividido pelo nimero de fémeas
geradas, ficou em R$257,13 com sexado e R$77,50 com ndo sexado.

Alguns estudos enfatizam a importancia econémica da precocidade sexual em
bovinos de corte. Caracteristicas ligadas a precocidade sexual em fémeas apresentam-
se como critérios significativamente importantes na selecdo de animais sexualmente

precoces. Deste modo, o uso de sémen sexado para obtencdo de fémea poderia
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aumentar o numero de fémeas para selecdo, acelerando o processo. Para tanto, Neves
et al. (2008) desenvolveram um estudo de simulacdo a fim de se avaliar diferentes
estratégias de uso de sémen sexado como meio de intensificar a selecdo por
precocidade sexual. Em uma projecédo de tempo de 10 anos, todas as estratégias de
uso de sémen sexado proporcionaram resultado econémico inferior ao da estratégia de
uso do sémen ndo sexado, principalmente em virtude da venda de menor nimero de
machos; entretanto, em algumas meta-simulacdes com mais de 10 anos, os resultados
seriam satisfatorios, demonstrando vantagem econdémica ao se utilizar sémen sexado
voltados para fémea por curto periodo, até se atingir um maior nivel de precocidade
sexual e fertilidade, sobretudo em primiparas. O uso de sémen sexado para macho por
curto periodo permitiu explorar o maior valor da venda dos mesmos e também
proporcionou importante impacto econdmico na simulacao.

Com base nesses trabalhos ficou claro que o uso do sémen sexado nos
rebanhos deve ser projetado estrategicamente, levando-se em consideracdo o valor
agregado a outras caracteristicas, como a precocidade sexual das fémeas. A
inseminacao de novilhas precoces com sémen sexado para fémea pode gerar produtos
com consideravel valor agregado. Entretanto, os resultados do presente experimento,
em que se mantiveram as condi¢fes usuais de inseminacdo em uma fazenda de corte
bem manejada, com inseminadores treinados e animais em boa condi¢do corporal
(condicdes semelhantes a outras propriedades que utilizam |A), demonstraram um
menor numero de fémeas obtidas com o sémen sexado em relacdo ao sémen nao
sexado, acreditando-se que mesmo em novilhas precoces o sémen ndo sexado geraria
maior numero de produtos com maior precocidade sexual.

Diversas variaveis podem afetar o resultado da IA, tais como fertilidade do touro,
concentracdo da dose inseminante, acuracia na deteccdo do estro, tempo entre a
deteccdo do estro e a IA propriamente dita e habilidade do inseminador (Andersson et
al. 2004, Verberckmoes et al. 2004 e Bodmer et al. 2005). Entretanto, adotando-se o
mesmo manejo e cuidado para o sémen sexado e 0 ndo sexado, ainda assim 0s
resultados com sémen sexado foram inferiores. Em um estudo feito por Andersson et al.
(2004) a inseminacdo com baixa concentracdo espermatica (2 milhdes) resultou em

menores taxas de prenhez comparativamente a uma concentracao espermatica de 15
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milhdes por dose, usando um sémen ndo sexado. Trabalhos conduzidos por Bodmer et
al. (2005) demonstraram que novilhas inseminadas no corpo do Utero com uma
concentracdo de 2 milhdes de espermatozoides de sémen sexado apresentaram taxas
de prenhez significativamente inferiores em relacdo ao sémen ndo sexado na mesma
concentracédo, salientando ainda a fragilidade dos espermatozoides sexados como uma
possivel causa da reducdo na taxa de prenhez, porém, concluindo que a concentragdo
do sémen é o fator mais importante para essa diminuicdo. Segundo Andersson et al.
(2004), a razéo especifica para a menor fertilidade do sémen sexado ndo é conhecida,
porém, alguns recursos usados no processamento sdo apontados por Klinc e Rath
(2006) como possiveis responsaveis pela menor qualidade do sémen, tais como, a
exposicao ao laser-ultravioleta, os efeitos da diluicio do sémen, a pressédo e a carga
elétrica. Para aumentar a qualidade e a fertilidade do sémen sexado, Seidel Jr (2003) e
Suh e Schenk (2003) demonstraram que a motilidade e fertilidade espermatica era
consideravelmente superior quando se reduzia a pressao no processamento do sémen.
Entretanto, tais mudancas no processamento reduziriam a eficiéncia da separacédo dos
espermatozoides X e Y (Suh e Schenk, 2003).

A variacao na fertilidade do sémen também pode ser influenciada por diferencas
individuais na fertilidade dos touros (Bodmer et al., 2005) e na concentracdo da dose do
sémen (Seidel et al., 1999), o que ndo se manteve constante nesse experimento;
porém, o sémen dos dois grupos foi obtido de uma empresa de comercializacdo de
sémen, sendo essa a forma disponivel no mercado. Apesar da comparacdo do sémen
entre touros e concentracdes por dose diferentes serem variaveis ndo estudadas neste
trabalho, esses resultados influenciam na escolha do produtor por ser essa a condi¢ao

acessivel no mercado.

CONCLUSAO

Muito embora o sémen sexado bovino constitua-se em um avanco biotecnologico

de grande repercussao e consideravelmente Gtil em diversas situacdes relacionadas a
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producdo de bovinos de corte, uma criteriosa analise dos custos do investimento e
retorno financeiro deve ser feita, visando a avaliagdo do uso do sémen sexado.
Concluiu-se neste estudo que o sémen sexado apresentou indices inferiores (menor
taxa de nascimento e elevado custo/bezerro), porém a acuracia quanto a sexagem foi

significativa, ao se comparar com o sémen nédo sexado.
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RESUMO - A sexagem espermatica em bovinos € uma biotécnica disponivel
comercialmente, porém, sua aplicacdo na producdo animal depende da sua eficiéncia
econdbmica. As taxas de prenhez obtidas com o sémen sexado pesam na decisdo de
sua implantacdo ou ndo por parte do produtor. O objetivo do presente experimento foi
avaliar a taxa de prenhez obtida com um sémen sexado pela técnica de inseminagao
artificial convencional (IA) em comparacdo a técnica de inseminacdo intracornual
profunda ipsilateral ao foliculo ovulatorio (IAIP), identificado no momento da
inseminacao. O experimento foi realizado em uma fazenda de bovinos de corte com 50
fémeas Nelore de um lote de vacas primiparas solteiras. A inseminacao foi realizada
com observacdo de estro (manhd e tarde), inseminando-se 12 horas apls a
observacdo. O sémen sexado para fémeas era proveniente de uma Central de coleta e
congelamento. Os resultados demonstraram uma taxa de prenhez de 36,0% na IAIP e
48,0% na IA, gerando uma diferenca ndo significativa com o numero de animais

avaliados (p>0,05).

Palavras-chave: Inseminacéo intracornual profunda; sémen sexado; bovinos.
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ABSTRACT - The bovine sexing sperm technology is a commercially available
biotechnology, but its application in animal production is dependent of its economic
efficiency. Pregnancy rate obtained with sexed semen has a big influence in the
producer's decision to deploy or not the technology. The purpose of this experiment was
to evaluate the pregnancy rate obtained with sexed semen by conventional artificial
insemination technique (Al) compared to deep intracornual insemination technique
(IAIP), in the same side of the ovulatory follicle. The experiment was conducted in a beef
cattle farm with 50 female of a first calf cows lot. The insemination was performed with
estrus observation (morning and afternoon), 12 hours after observation. The sexed
semen for females was from a collection and freezing company. The results showed a
pregnancy rate of 36,0% in IAIP and 48,0% in IA, creating a non-significant difference

with the number of animals evaluated (p>0,05).

Key-words: Deep intracornual insemination; sexed semen; bovine.
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INTRODUCAO

Na reproducédo natural de bovinos, as taxas de nascimento de machos e fémeas
nao variam muito além de 50% para cada sexo. Por muito tempo, pesquisadores
apenas sonhavam com a possibilidade de se pré-determinar o sexo do bezerro na
inseminacao artificial. Uma série de sugestdes foram propostas, como mudanc¢as no
manejo, idade das vacas inseminadas e horarios da inseminacdo artificial apdés a
observacédo do estro (Skjervold e James, 1979; Rorie, 1999), entretanto, alteracdes na
taxa de nascimento de machos e fémeas eram apenas singelas e de pouca
repetibilidade. Na bovinocultura de corte e leite o direcionamento do sexo geraria um
impacto interessante no desempenho do agronegocio. A partir da aplicacdo do
citbmetro de fluxo para a sexagem de espermatozoéides esse sonho tornou-se possivel,
garantindo uma acuracia de 85-95% do sexo escolhido em bovinos, e similar em outras
espécies (Garner e Seidel Jr, 2008)

A tecnologia de sexagem espermatica por citometria de fluxo é a técnica
atualmente usada para comercializacdo do sémen sexado. Pesquisadores do USDA
(United States Department of Agriculture) foram o0s pioneiros na tecnologia de
separacdo de espermatozéides baseada na diferengca no DNA de cromossomos X e Y
(Johnson et al., 1987). De acordo com Moruzzi (1979), a diferenca total na constituicao
do DNA entre bovinos machos e fémeas € de aproximadamente 4,2%, pequena, mas
suficiente para separacdo dos espermatozoides; em humanos, em que a sexagem
espermatica também é aplicada, a diferenca € de aproximadamente 2,8% (Karabinus
2009). Apesar do crescente uso do sémen sexado, evidenciado pela producdo de 2
milhées de doses em 2007 e expectativa de 4 milhdes de doses em 2008 (Sharpe e
Evans, 2009), a citometria de fluxo permanece como a Unica técnica provada e
confiavel para producdo de animais saudaveis e reprodutivamente funcionais com boa
taxa de acuracia na determinacdo do sexo desejado (Tubman et al., 2004). A principal
limitagdo na comercializacdo dessa tecnologia consiste no processamento do sémen,
gue demanda um tempo consideravel para o preparo de uma dose, permitindo a
producdo eficiente para comercializacdo de doses com apenas aproximadamente 2

milhdes de espermatozoides. Segundo Seidel Jr e Schenk (2008), o elevado valor do
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equipamento, a velocidade e a eficiéncia da sexagem ditam que a comercializacao
desse tipo de sémen sera possivel apenas com baixas concentracdes de
espermatozoides por dose, resultando no comprometimento das taxas de prenhez.

Os primeiros resultados satisfatorios na sexagem espermatica foram obtidos pela
técnica de citometria de fluxo a partir de 1980 (Seidel Jr, 2007), entretanto, o processo
utilizado provocava a remocdo das membranas plasméticas dos espermatozéides,
culminando em sua morte. Somente a partir dos experimentos de Johnson (1988) foi
possivel a sexagem sem remocao das membranas plasmaticas. Em 1989, Johnson et
al. reportaram o0 sucesso na producdo de proles de coelhos com o0 sexo pré-
determinado. Atualmente, estudos tém demonstrado resultados satisfatérios em varias
espécies animais, com consideraveis avancos na aplicacdo comercial de sémen sexado
em bovinos e humanos (O’Brien et al., 2009)

Experimentos conduzidos por Seidel et al. (1999), com a finalidade de
estabelecer a taxa de concepgdo do sémen sexado em bovinos, compararam a
inseminacao de 1 a 1,5 milh6es de espermatozoides sexados, no corpo e corno uterino,
com a inseminacao de 20 a 40 milhdes de espermatozdides ndo sexados, chegando
sempre a resultados inferiores com o sémen sexado (70 a 90% do sémen
convencional). Segundo Seidel e Schenk (2008), a fertilidade com baixas doses de
sémen sexado ainda permanece menor em comparacao a fertilidade de doses normais
do sémen ndo sexado. E perceptivel a pouca evolucdo obtida nos resultados com o
sémen sexado ao longo dos anos, mesmo com 0s avancos obtidos e esforcos em se
aumentar o niumero de espermatozoides seguramente sexados por unidade de tempo e
melhorias no processo de sexagem, tornando-0 menos agressivo aos espermatozoides
(Suh et al., 2005).

Atualmente, o uso do sémen sexado deve ser cauteloso e estrategicamente
planejado em virtude do seu elevado custo e resultados inferiores. A expectativa dos
resultados deve ser de reducdo de 20 a 30% na taxa de prenhez esperada com um
sémen nao sexado (Xu e Chaubal, 2009). Segundo DeJarnette et al. (2009), o sémen
sexado, na producédo de bovinos de leite, deve ser usado preferencialmente em
novilhas, com cuidadosa interpretacdo dos sinais de estro. Em bovinos de corte

também é recomendada a utilizacdo em novilhas e vacas em condi¢des reprodutivas
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ideais e alta expectativa de fertilidade; experimentos de Seidel Jr e Schenk (2008)
demonstraram n&o haver diferencas no resultado dessas duas categorias animais.
Centrais de venda de sémen sugerem o atendimento de alguns pontos antes do uso
dessa tecnologia, entre eles, a obtencdo de bons resultados no uso do sémen
convencional, infra-estrutura adequada da propriedade, uma rotina de inseminacao ja
existente, sanidade do rebanho e capacitacéo do inseminador.

A eficiéncia econdmica no uso dessa tecnologia na producdo de bovinos
certamente depende das taxas de prenhez alcancadas, o que diminui com um sémen
menos fértil. Melhorias no processamento do sémen, evitando a fragilizacdo dos
espermatozdides, e nas técnicas de inseminacdo artificial, poderiam contribuir
positivamente nos resultados do sémen sexado.

Quanto as técnicas atualmente disponiveis para inseminacao artificial, avancos
no entendimento da anatomia e fisiologia da reproducdo, como o transporte e
sobrevivéncia dos gametas e processos envolvidos na fertilizacdo, permitem aos
pesquisadores ousar intervencbes mais eficientes na inseminacdo (Hunter e Greve,
1998). Segundo Hawk (1983), Larsson et al. (1985) e Nelson et al. (1987), o sémen
depositado perto da juncado Utero-tubarica diminui as perdas de espermatozéides pelo
fluxo retrégado no muco cervical e perdas por fagocitose durante a migracao uterina,
além de proporcionar um acréscimo na sobrevida do espermatozéide.

Vérios estudos ja foram desenvolvidos para determinar o melhor local de
deposicdo do sémen na inseminacgéo artificial (LOpez Gatius, 1988; MacKenna, 1990;
Lépez Gatius, 2000), entretanto, ndo ha um consenso entre 0s autores quanto a
inseminacao intracornual profunda (IAIP) e ainda muito pouco se sabe sobre o efeito na
taxa de prenhez quando se varia o local da inseminacdo usando um sémen sexado
(Kurykin et al., 2007).

A técnica de IAIP vem sendo estudada por varios pesquisadores com a
finalidade de se utilizar menor concentragéo de espermatozoéides sem culminar em uma
gueda na taxa de prenhez ou melhorar os resultados obtidos com um sémen menos
fértil (Hunter e Greve, 1998, Kurykin et al., 2006). Entretanto, resultados conflitantes
entre 0s experimentos ja realizados sugerem a necessidade de estudos adicionais para

determinar a eficiéncia da IAIP com um sémen de fertilidade inferior, e determinar o
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melhor local de deposicdo do sémen (Kurykin et al., 2006). E aceitavel pensar na IAIP
como uma alternativa para melhorar o uso do sémen sexado (Maxwell e Johnson, 1999;
Hunter, 2001).

O objetivo do presente trabalho é comparar a taxa de prenhez obtida com o
sémen sexado pela técnica IAIP com o mesmo sémen depositado no corpo do Utero

pela inseminag&o convencional.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido entre outubro de 2007 e janeiro de 2008 em uma
fazenda de bovinos de corte localizada no municipio de Guaraniacu-PR, que realiza
ciclo completo de producéo (cria, recria e engorda). Todos os animais do experimento
eram provenientes da propriedade, sendo a amostra composta por fémeas da raca
Nelore. Os animais pertenciam ao mesmo lote e categoria animal, primiparas solteiras,
ou seja, fémeas com idade aproximada de 4 anos que ndo conceberam na estacao
reprodutiva de 2006 e entraram no inicio da estacdo de 2007 (outubro) sem bezerro ao
pé (bezerro desmamado). Essa situacdo permite a entrada dessa categoria animal com
boa condicdo corporal no inicio da estacdo reprodutiva, entre 2,5 e 3,5 (variacdo de 1 a
5). Todos os animais foram submetidos ao mesmo sistema de manejo nutricional,
criados a pasto (Brachiaria decumbens) com sistema de rotacdo de pastagem e
suplementacdo de sal mineral no cocho. A fazenda possui um veterinario responsavel
pelo programa sanitario e nutricional dos animais, que realiza o controle dos indices de
desenvolvimento da propriedade (indices zootécnicos), estando esta em condicbes
superiores em relacdo a média nacional.

Foram selecionadas 50 fémeas de um lote de 209 animais a medida que estas
apresentavam sinais de estro. Os animais foram observados pela manhad e a tarde,
sendo a inseminacgao realizada 12 horas apos a identificagcdo segura do estro. Foram
utilizados rufibes (média de 1 para cada 20 fémeas) com bucal marcador para auxilio na
observacdo do estro. Todas as inseminagBes foram realizadas por um Unico

inseminador (veterinario responsavel pelo experimento).
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O sémen utilizado nas inseminagbes era proveniente de uma empresa de
comercializacao credenciada e especializada na producdo de sémen congelado. Foram
utilizadas doses de 0,25 mL de sémen sexado congelado numa concentracao
espermatica média de 2 milhdes de células viaveis (de acordo com o fabricante),
proveniente de um touro da raca Nelore com fertilidade comprovada. A descongelacao
das doses foi realizada em equipamento préprio para esse fim, submergindo as
palhetas em agua com temperatura de 35°C a 37°C por, no minimo, 20 segundos.

A formacéao do grupo controle e do grupo testado foi aleatdria, com o cuidado na
padronizacdo dos animais, procedendo a inseminacdo simultdnea dos dois grupos a
medida que os animais apresentavam sinais de estro.

No grupo [, controle-IA (n=25), a inseminacdo seguiu a forma padrdo, sendo o
sémen depositado no corpo do Utero com o uso de pipetas de inseminacéo artificial (I1A)
tradicionais. No grupo ll, testado-lIAIP (n=25), foi utilizada a inseminacédo intracornual
profunda (IAIP), onde um cateter longo medindo 65 cm, especialmente desenvolvido
para essa finalidade, foi introduzido na por¢cdo mais profunda do corno ipsilateral ao
foliculo ovulatério, até encontrar o minimo de resisténcia; s6 entdo o sémen foi
depositado. A identificacdo do foliculo ovulatério foi realizada por palpacao retal dos
ovarios logo antes da inseminacéo e identificacdo do maior foliculo presente, assim
COmo sua consisténcia.

A confirmacao dos resultados no diagnéstico de gestacédo foi obtida por meio da
ultrassonografia, quando o Uultimo animal inseminado apresentava 75 dias pos-
inseminacdo. Além do diagndstico reprodutivo, também foi verificado o lado
correspondente ao corno uterino onde se encontrava o feto para posterior correlacao
com o foliculo ovulatério.

Os dados analisados foram: prenhez pela IAIP X IA com sémen sexado;
influéncia do tipo de foliculo ovulatorio (consisténcia | — foliculo duro; Il — médio; Il —
maduro; IV - ovulado) no resultado da prenhez; e a correlacdo entre o lado do foliculo
ovulatério com o corno gestacional.

A andlise estatistica foi desenvolvida por meio de tabelas de contingéncia e o

teste do Qui-quadrado (p<0,05) para cada comparacdo realizada. Foi realizada a
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correcdo de continuidade de Yates para analise comparativa entre a IAIP X IA e na

correlagdo entre o lado do foliculo ovulatério com o corno gestacional.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos relativos a IAIP e a IA convencional com sémen sexado
podem ser observados na tabela 1. A taxa de prenhez total no experimento foi de
42,0%, variando de 36,0% na técnica IAIP e 48,0% na técnica IA convencional. Apesar
da maior porcentagem na taxa de prenhez do grupo inseminado pela técnica
convencional (IA), ndo ha evidéncia estatistica significativa (p>0,05) para concluir que
existe diferenca nas taxas de prenhez apresentadas nos dois grupos animais, dentro

das condicbes do experimento.

TABELA 1 — Resultado da taxa de prenhez no grupo IAIP e IA apds a utilizacdo de

sémen sexado em bovinos da raca Nelore (Guaraniagu-PR, 2007) (n=50)

Grupo Total Animais  Total Fémeas Total FEmeas Nao Taxa de Prenhez
Animal (n) Prenhes (n) Prenhes (n) (%)
IAIP 25 9 16 36,0°
IA 25 12 13 48,0°
Total 50 21 29 42,0
a:b p>0.05

IAIP — inseminagé&o intracornual profunda

IA — inseminacao artificial

No presente estudo, apenas animais com clara manifestacdo de estro foram
utilizados nas inseminagdes. Trabalhos conduzidos por Kurykin et al. (2007) apontam
um aumento de 25% na taxa de prenhez entre animais com forte manifestacdo de
estro.

O lado do foliculo dominante, identificado pela palpacao retal, coincidiu com o
corno gestacional em uma taxa de 85%, resultando em uma associacao
estatisticamente significativa (p<0,05). Resultados superiores (94,2%) foram obtidos por

Kurykin et al. (2007), entretanto, foi utilizado o ultra-som para verificacdo dos ovarios.
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Segundo Schenk (2008), apesar da eficiéencia na separagdo dos
espermatozoides pela citometria de fluxo, o potencial de fertiidade do sémen é
consideravelmente reduzido durante o processo. Uma série de estudos comparativos,
com variadas concentracdes de espermatozoides por dose (1 a 6 milhdes de células
viaveis), jA foram realizados (Seidel et al.,, 1999; Schenk e Seidel, 2007; Seidel e
Schenk, 2008; DeJarnette et al, 2008), em sua maioria em novilhas; entretanto, os
resultados permanecem inferiores em relacdo ao sémen ndo sexado. Mesmo quando
uma dose maior de espermatozoides sexados (10 milhdes) é usada, apesar de ser
impraticavel do ponto de vista comercial, as taxas de prenhez permanecem inferiores
(Schenk, 2008). Uma importante consideracdo feita por Seidel e Schenk (2008) é de
gue a taxa de prenhez ndo sofre variacdo significativa apds a inseminacdo de 1 a 6
milhdes de espermatozoéides sexados no corpo uterino de novilhas.

Seidel e Schenk (2008), desenvolveram estudos comparando a inseminacao
intracornual bilateral (meia dose em cada corno uterino) com a inseminagado no corpo
do utero, obtendo resultados muito semelhantes com uma concentracdo de 3 milhGes
de espermatozéides sexados em relacdo a taxa de prenhez (44% no corpo uterino e
43% no corno uterino), incluindo uma tendéncia (ndo significativa p>0,05) a resultados
inferiores na inseminagao intracornual com uma dose de 1 milhdo de espermatozéides
sexados (28%). Deve-se ressaltar que no experimento foram usadas novilhas
holandesas inseminadas apés a sincronizacdo de estro com PGF2a e posterior
observacdo. Os mesmos pesquisadores observaram diferenca significativa em vacas
Angus lactantes apo6s a inseminagdo de 3 milhdes de espermatozodides sexados
bilateralmente nos cornos uterinos em comparacdo a 20 milhdes de espermatozoides
nao sexados no corpo uterino (50%, n=21 e 76%, n=42, respectivamente).

Na mesma linha de pesquisa, Kurykin et al. (2006) obtiveram uma tendéncia de
aumento (p>0,05) na taxa de prenhez apds a inseminacéo intracornual profunda de
vacas com 2 milhdes de espermatozoides ndo sexados em relacdo a deposicdo no
meio do corno; entretanto, 0s mesmos pesquisadores, Kurykin et al. (2007), usando 2,2
milhées de sémen sexado em novilhas apos sincronizagdo do estro com PGF2a, nao
encontraram resultados significativos quando se variava o local de deposi¢cao do sémen

no Utero. A taxa total de prenhez no experimento foi de 43,1%. O experimento
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apresentado no Capitulo 1 (dados ndo publicados) também obteve uma tendéncia
(p>0,05) de melhores resultados com a inseminagéo intracornual profunda (67,2%) em
relacdo a inseminacdo no corpo do utero (48,8%) quando foi usado meia dose de
sémen nao sexado (4 a 5,5 milhBes de espermatozoides viaveis).

No presente experimento, resultados semelhantes aos de Seidel e Schenk
(2008) e Kurykin et al. (2007) foram observados. H& especulagbes de que a maior
dificuldade na realizacdo da técnica, também observada nesse experimento, possa
causar traumas na mucosa uterina, interferindo no resultado da prenhez. Outro ponto
observado é em relacdo ao tempo de manipulacdo do animal, que por vezes era
consideravelmente maior na IAIP, resultando em maior estresse dos animais contidos.

O resultado da taxa de prenhez com sémen sexado depositado no corpo do
atero (IA) no presente estudo (48%), apesar de ser compativel com os resultados
apresentados por Seidel e Schenk (2008) e Kurykin et al. (2007), foram maiores que o0s
obtidos por Meirelles et al. (2008) com deposicdo do sémen sexado no corpo do Utero
de novilhas (23%); vale ressaltar que no presente experimento apenas 25 animais de
um lote de 209 foram selecionados, excluindo-se do programa animais com deébil
manifestacdo de estro, além do exame ginecoldgico realizado por um veterinario antes
da inseminacéo.

Um estudo realizado por Frijters et al. (2009) observou que a causa da
diminuicdo da fertiidade do sémen sexado pode ser atribuida tanto a baixa
concentracdo espermatica quanto aos efeitos do processamento do sémen, assim
como a fertilidade dos reprodutores.

Varios fatores podem ser apontados como causa da reducao na fertilidade do
sémen sexado durante seu processamento, incluindo a armazenagem do sémen por
longo periodo, com o intuito de se acumular um namero razoavel de espermatozoides
para ser processado e envasado; exposicao a altas concentracdes do corante de DNA,
que, segundo Garner e Suh (2002), afeta negativamente 0s espermatozoides;
exposicdo a um forte laser, altas pressdes e centrifugacdo para concentracdo e
posterior envase, fragilizando ainda mais as células (Garner e Suh, 2002; Suh et al.,
2005).
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Para Meirelles et al. (2008), embora o0 sémen sexado bovino constitua-se em um
avanco biotecnolégico de grande repercussdo e consideravelmente util em diversas
situacdes relacionadas a producdo de animais de corte, uma criteriosa analise dos
custos do investimento e retorno financeiro deve ser feita, visando a avaliacdo do uso
do sémen sexado.

Enquanto os avangos na pesquisa ndo definem a melhor forma de
processamento do sémen ou técnica de inseminacdo, devemos assumir resultados
apenas razoaveis com o sémen sexado. Portanto, a sugestdo de Seidel et al. (2007) € a
utilizacdo de sémen sexado apenas de touros com conhecida fertilidade em baixas
concentracbes esperméticas (2 milhdes de células) além das ideais condicbes de
manejo. Para Schenk (2008), o sucesso nas taxas de prenhez com sémen sexado
depende do adequado manejo nutricional dos animais, cuidados na manipulacdo do

sémen, excelente detec¢ao de estro e inseminadores bem treinados.

CONCLUSAO

Concluimos que a deposicdo de aproximadamente 2,2 milhdes de
espermatozdides sexados proximo a juncdo Utero-tubarica ipsilateral ao foliculo
dominante no momento da inseminagcdo ndo apresenta vantagens em relacdo a
deposicdo do sémen no corpo do uUtero de vacas primiparas solteiras, Nelore, em

sistema de observacédo de estro e inseminacdo com 12 horas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base no que foi observado nesse estudo, concluimos que:

» Os resultados da inseminacao convencional com sémen sexado, em uma
fazenda de bovinos de corte, foram significativamente inferiores em
relacdo ao sémen nao sexado, adotando-se 0 mesmo manejo de um
programa de inseminacao artificial tradicional, o que implica maior custo
na producdo de bezerros. Esses dados justificam a procura de
metodologias diferenciadas para aplicacdo do sémen sexado, ou
melhorias na viabilidade dos espermatozdides;

» Ha uma tendéncia, nao significativa, de melhores resultados depositando-
se uma dose reduzida de sémen proximo a juncdo Uutero-tubarica,
ipsilateral ao foliculo ovulatorio identificado no momento da inseminacao,
em comparacao a inseminagéo convencional no corpo do Utero;

» Apesar do sucesso na realiza¢do da técnica de inseminacado intracornual
profunda, demonstrando que ha possibilidades de obtencédo de produtos,
esta ndo apresentou resultados satisfatorios, usando-se 2,2 milhdes de
espermatozoides sexados sob as condicdes avaliadas. Ndo houve
diferencga significativa nos resultados em relacdo a técnica convencional
de inseminacéo artificial.

Indmeros experimentos foram desenvolvidos com o foco de se melhorar a
eficiéncia da sexagem pelo citdmetro de fluxo, porém, € possivel a substituicdo dessa
técnica por outra de menor custo a partir do momento que ficarem estabelecidos novos
métodos, fornecendo maior flexibilidade econémica para sua adocdo. Estudos devem
ser conduzidos no sentido de se melhorar a sobrevida dos espermatozéides sexados,
buscando taxas de prenhez comercialmente aceitaveis, independente do local de

deposicado do sémen.
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