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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar o resultado de diferentes protocolos de inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF), utilizando-se sémen sexado sobre a eficiéncia reprodutiva
em novilhas Girolando. Foram utilizadas 62 novilhas clinicamente higidas e com escore
corporal entre 2,5 e 3,5, divididas aleatoriamente em 03 grupos: controle (n=21), FSH/LH
(n=21) e eCG (n=20). Todos os animais receberam o0 mesmo tratamento hormonal para
sincronizagdo do estro, consistindo na colocacdo de dispositivo intra-vaginal com 750 mg
de progesterona (P4) no DO as 17:00 horas e aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(BE). No D8 as 17:00 horas foram retirados os implantes e aplicado 2 ml de prostaglandina
(0,500 mg cloprostenol). No D9 todos os animais receberam 1 mg de benzoato de estradiol
(BE) &s 17:00 horas. E foram inseminadas no D11 as 5:00 horas, isto é 60 horas apos
retirada do implante. No D8, as novilhas foram distribuidas aleatoriamente em 3 Grupos.
Grupo controle sem FSH/LH e eCG, Grupo FSH/LH — 25 Ul de FSH e LH aplicados na
retirada do implante, Grupo eCG — 300 Ul de eCG aplicados na retirada do implante. As
novilhas foram examinadas por ultrassonografia 35 dias apds a IA para diagnéstico de
gestacdo e aos 45 dias para avaliacdo de perda embrionaria. O percentual de prenhez para
o0s grupos Controle, FSH/LH e eCG foram respectivamente 19%, 28% e 35%. Os dados
foram avaliados pelo teste do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5%. N&o houve
diferenga significativa entre os grupos. Ao avaliarmos a taxa de prenhez entre o Grupo
Controle e o Grupo eCG em novilhas que ndo estavam ciclando houve uma diferenca
significativa. Conclui-se que em animais ciclicos, a eCG e o FSH/LH ndo interferiram nas
taxas de prenhez. Entretanto quando comparado com 0s animais aciclicos ou que tinham
foliculos menores que 8 mm, a eCG teve um efeito favoravel melhorando substancialmente

os resultados.

Palavras-chave: Inseminacao artificial, ovulacéo e bovino.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare the results of different protocols of Timed Artificial
Insemination (TAI) using sexed semen on reproductive effciency in Girolando cattle.
Sixty two heifers were used, being clinically health with a body condition between 2,5
and 3,5, divided randomly into 03 groups: control (n = 21), FSH / LH (n = 21) and eCG
(n = 20). All animals received the same hormonal treatment to synchronize estrus,
consisting in placing on DO (5:00 PM) intra-vaginal device with 750 mg progesterone
(P4), and 2 mg of estradiol benzoate (EB). In D8 (5:00 PM) device were removed and 2
mL of prostaglandin (0.500 mg cloprostenol) was administered. On D9 all animals
received 1 mg of estradiol benzoate (EB) (5:00 PM), and were inseminated on D11 at 5:00
PM, 60 hours after device removal. On D8, heifers were randomly assigned into 3 groups.
Control group without FSH / LH and eCG; Group FSH / LH - 25 IU FSH and LH
administered after device removal, Group eCG - 300 IU eCG administered after device
removal. Heifers were examined by ultrasonography 35 days after Al for pregnancy
diagnosis and 45 days or evaluation of embryonic death. The pregnancy rate for control
groups, FSH / LH and eCG were respectively 19%, 28% and 35%. Data were analyzed by
chi-square, with 5% significance level. No signicant difference was seen between-groups.
When it was compared control group and eCG Group in heifers that were not cycling
there was a significant difference in pregnancy rate. It is concluded that in cycling
animals, eCG and FSH / LH does not interfere with pregnancy rates, however in those
heifers that were not cycling or had smaller than 8 mm follicles, eCG had a favorable

effect thereby increasing substantially the results.

Keywords : Artificial insemination, ovulation and bovine.
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1. INTRODUCAO

O Brasil vem apresentando aumento gradativo na producao leiteira. De 2000 a 2012
a producdo cresceu quase 50%. Segundo o IBGE em 2012 o Brasil produziu 32,3 bilhdes
de litros, volume 49,2% superior a produgdo de 2002 que foi de 21,6 bilhGes. No ano de
2012, o Estado de Pernambuco produziu 609 milhdes de litros, ficando em décimo lugar no
“ranking” de producao leiteira (Fonte IBGE).

A atual situacdo econémica da pecuaria mundial exige dos produtores méxima agao
para garantia de retorno econémico. Assim indices de producdo elevados, associados a alta
eficiéncia reprodutiva, devem ser metas para técnicos e criadores alcancarem maior
produtividade (BIOGENESIS, 2004). Estima-se que no Brasil, apenas 10% das fémeas em
idade reprodutiva sdo inseminadas (ASBIA, 2011). Em 2013 a inseminac&o artificial (1A)
na atividade leiteira teve um crescimento de 9,6 % , enquanto que na atividade de corte o
crescimento foi de apenas 3% (trés por cento) (ASBIA, 2013). Segundo a ASBIA o
numero de vacas inseminadas teve crescimento medio de 5,5% em 2013 e uma estimativa
de 14,3 milhdes de doses vendidas. De acordo com Biogenesis (2004), a evolu¢do nos
rebanhos seria mais rapida com as aplicacBes de biotécnicas como fertilizacdo in vitro
(FIV) e transferéncia de embriGes (TE). Porém a biotecnologia mais empregada € a
inseminacao artificial (1A).

Na bovinocultura de leite o sexo do bezerro € um dos fatores determinantes para o
desempenho reprodutivo e econdémico da atividade. Em fazendas produtoras de leite o
macho tem pouco ou nenhum valor. Apds o avanco tecnolégico de 1984 com o uso da
ultrassonografia no estudo dos ovarios das fémeas bovinas (GINTHER, et al., 1986)
possibilitou-se um maior entendimento da dindmica folicular das fémeas e os hormonios
atuantes em cada etapa (GINTER, et al .,2001 e BARUSELI et al.,2007). Com este novo
conhecimento diversos farmacos hormonais passaram a ser utilizados na reproducao
animal, visando tratar distdrbios ou como facilitadores de manejo que possibilitam o
aumento da eficiéncia reprodutiva dos animais (JOHNSON, 2005 e BINELLI et al., 2006).

O uso da ultrassonografia em tempo real como ferramenta para uma melhor gestao
da eficiéncia reprodutiva é hoje uma realidade que permite um diagnostico precoce de
gestacdo e o acompanhamento da salude ovariana e uterina dos animais (BEAL et al.,
1992), assim como a diferenciacdo e o monitoramento do foliculo dominante e da ovulacéo
(FORTUNE et al., 2001).

A utilizacdo de diversos protocolos hormonais para a inseminacdo artificial em

tempo fixo (IATF) vem sendo proposto por varios pesquisadores (BARUSELLI et al 2004;
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MADUREIRA & PIMENTEL 2005; VASCONCELOS et al,, 2006). Muitos fatores
interferem nos resultados destes protocolos tanto ligados a inseminacdo (SAACKE, 2008),
quanto ligados ao sémen (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL-
CBRA, 1998) como também a condicao nutricional dos animais (VASCONCELOS et al.,
2006).A IATF cresceu muito no cenario nacional e aumentou muito o interesse da
associacdo desta técnica com a sexagem espermatica, que permite a separacdo dos
espermatozdides contendo o cromossomo Y daqueles que contém o cromossomo X
(BODMER et al., 2005). A taxa de fertilidade obtida com o uso do sémen sexado é menor
que a do sémen convencional (GARNER, 2006). Devido a exposicdo das células
espermaticas a diversos fatores estressantes tais como, o corante Hoechst, o laser, a
velocidade, a desaceleragdo brusca, ao tempo e a centrifugacdo para aumentar a
concentracdo (SCHENK ET AL., 1999). Além disso, a dose de sémen sexado tem baixa
concentracdo espermatica, por causa do baixo rendimento da técnica de separacao
espermatica por meio da citometria de fluxo (BARUSELLI et al., 2007; DEJARNETE et
al., 2110).

O sémen sexado necessita de menos tempo para a capacitacdo devido ao processo
de separacdo por citometria de fluxo (LU et al., 2004). Uma das possibilidades de diminuir
a variagcdo do momento da ovulacdo é o emprego de técnicas de sincronizacdo. Novilhas
leiteiras sincronizadas com progestagenos e estradiol ovulam cerca de 70-72 horas ap6s a
retirada dos implantes (SOUZA et al., 2006, BARUSELLI et al., 2008). A IATF proxima a
ovulacdo aumentaria a taxa de concepcao quando da utilizacdo de sémen sexado, devido ao
sémen sexado apresentar menor periodo de viabilidade e menor tempo para capacitacdo no
trato reprodutivo. Fundamentado nesses estudos, durante o experimento foi realizada a
inseminacao 60 horas apos a retirada do implante com sémen sexado.

O tratamento com eCG no momento da retirada do implante vem sendo usado para
melhorar os indices de fertilidade, através de mudancas no padrdo do crescimento folicular
e na funcdo do corpo Iuteo (BARUSELLI et al., 2004, SOUZA et al., 2009).

A eCG pode aumentar o didametro do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF,
melhorar a taxa de ovulacdo e aumentar as concentragdes plasmaticas de progesterona
durante a fase luteal subseqiientes (SA FILHO et al., 2010). Baruselli et al., comparando
animais com presenga ou auséncia de CL no inicio do tratamento ao utilizarem eCG
observaram que ndo houve efeito medicamento sobre a taxa de prenhes dos animais que
apresentavam CL. J& o eCG influenciou significativamente naqueles animais que

apresentaram foliculos. Cutaia et al.,(2003), observaram que a utilizacdo do eCG no
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momento da retirada do dispositivo de liberagdo de progesterona é menos adequada do que
a aplicacdo de BE 24 horas ap6s a remocédo do dispositivo. E que a combinacdo do eCG
com o BE ndo aumentou significativamente as taxas de prenhez, mas o aumento do
nimero de prenhez das vacas com baixo escore corporal merecem um investigacdo mais
aprofundada.

O melhor momento para se realizar a A com sémen sexado, seria ap6s a ovulagédo
ou proxima desta (BARUSELLLI et al., 2008). E a utilizacdo do benzoato de estradiol (BE)
parece ter beneficios em protocolos com sémen sexado (ANDRADE et al., 2012). O
benzoato de estradiol possui uma meia vida mais curta, tornando sua a¢cdo mais sincronica
com relacgdo aos outros ésteres de estradiol (RIBEIRO FILHO, 2001).

Os baixos indices de prenhez e o alto custo da dose do sémen sexado desestimula a
utilizacdo desta técnica. Baseado nessa premissa, objetivou-se obter nesse experimento

resultados que justifiquem a aplicacdo desta tecnologia no campo.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar o efeito dos tratamentos com eCG e do FSH/LH, na taxa de prenhez em

novilhas Girolando inseminadas com sémen sexado.
2.2. Objetivos especificos

= Avaliar a taxa de concepgéo e a viabilidade econdmica com uso de sémen sexado.
= Avaliar o efeito do FSH/LH e eCG nas taxas de prenhez utilizando-se sémen sexado em

fémeas Girolando.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Puberdade

Um macho ou uma fémea alcanca a puberdade quando se mostra capaz de liberar
seus gametas e exibir comportamento sexual (HAFEZ, 2004). A idade da puberdade em
novilhas esta diretamente relacionada a raca e a alimentacdo. O inicio da puberdade esta
mais intimamente relacionado com o peso corpéreo do que com a idade (HAFEZ, 2004).

Em média para as ragas européias, a puberdade chega entre 0s 9 e 12 meses de
idade, para as zebuinas até os 24 meses e para as meio sangue entre os 12 e 0s 20 meses
(VAZIN, 2000). O gado leiteiro atinge a puberdade quando seu peso representa 30 a 40%
do peso adulto (HAFEZ, 2004). A maturidade sexual é definida como a idade em que o
animal atinge o seu potencial reprodutivo méaximo. Essa maturacdo sexual € evidenciada
pelo aumento da incidéncia de manifestacdo de estro e da fertilidade (BYERLEY et al.,
1987).

3.2. Ciclo Estral

Ciclo estral define-se como sendo o ritmo funcional dos 6rgdos femininos que se
estabelece a partir da puberdade. Compreende as modificagdes ciclicas na fisiologia e na
morfologia dos 6rgdos genitais e também no perfil dos hormdnios relacionados
(ANTONIOLLLI, 2002). A duracdo do ciclo estral é de aproximadamente 21 dias, variando
entre 18 e 24 dias. A duracdo do estro varia de 12 a 24 horas (MORAES et al., 2001) e a
ovulacdo ocorre em torno de 24 a 30 horas ap6s o inicio de estro (DROST, 1995). Quanto
ao desenvolvimento do ciclo estral as vacas sdo poliéstricas anuais. As fases do ciclo
podem ser divididas em proestro, estro, metaestro e diestro (REECE, 1996).

Proestro, com 2 a 3 dias de duracdo, é caracterizado pela queda dos niveis de
progesterona, pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento dos niveis de estradiol no
sangue. A liberacdo do GnRH pelo hipotadlamo estimula a secrecdo de FSH e LH da
hipdfise. Os niveis elevados de FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos foliculos
e, em sinergismo com o LH, estimulam a sua maturacdo. A medida que o foliculo se
desenvolve, aumenta a producdo de estradiol pelos foliculos, e apds uma determinada
concentracdo, o estradiol estimula a manifestacdo do estro e a liberacdo do LH, dando
inicio ao estro (CUNNINGHAM, 1999).

Estro é o periodo em que a fémea aceita ser montada pelo macho. As glandulas

uterinas, cervicais e vaginais secretam grande quantidade de muco de consisténcia viscosa.
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A vagina e a vulva tornam-se edemaciadas e dilatadas e a cérvix esta relaxada. O tempo de
duracdo do estro é em média 18 horas (ARTHUR, 1979).

Com o fim do estro, tem inicio o periodo de desenvolvimento do corpo luteo, ou
fase luteinica. Esta fase pode ser subdividida em metaestro e diestro. O metaestro, com
duracdo de 2 a 3 dias, tem como caracteristica principal a ovulacdo que € a liberagdo do
6vulo pelo foliculo (VANZIN, 2000).

O diestro é o periodo entre estros sucessivos em que ha a presenca do corpo luteo
ciclico. As glandulas uterinas estdo ativas, a musculatura uterina estad sobre efeito da
progesterona e consequentemente flacida, cérvix contraida e a vagina encontra-se com
labios enrugados. O tempo de duragdo do diestro € em torno de 10 a 13 dias (ARTHUR,
1979).

3.3. Dinamica Folicular e Funcgéo Luteinica

De acordo com BORGES et al. (2004) o processo continuo de crescimento e
regressdo folicular € conhecido como dindmica folicular. Enquanto que o foliculo € uma
estrutura enddcrina transitdria consistindo de uma camada interna de células da granulosa,
uma membrana basal e uma camada externa de células da teca. O odcito encontra-se preso
as células da granulosa pelas células do cumulus e estd circundado pelo fluido folicular
existente no antro do foliculo.

Segundo ANTONIOLLI (2002), o GnRH é secretado pelo hipotalamo, atingindo a
hipofise e estimulando a liberagdo das gonadotrofinas FSH e LH. Via circulacéo
sanguinea, as gonadotrofinas chegam aos ovarios, onde o FSH estimula o desenvolvimento
dos foliculos (ANTONIOLLI, 2002). Segundo FORTUNE et al., (2004), o recrutamento
de cada onda é iniciado através de um pequeno aumento de FSH circulante. O FSH
estimula a mitose em células da granulosa e induz a sensibilidade destas células ao LH, ja
que promove um aumento no ndmero de receptores para LH. Tal aumento prepara as
células da granulosa ao pico ovulatério de LH (HAFEZ, 2004).

O LH se liga aos seus receptores nas células tecais e promove a producdo de
testosterona e outros esterdides. O FSH se liga aos seus receptores nas células da granulosa
e promove a conversdo dos andrégenos, produzidos nas células tecais, em estradiol
(FORTUNE, 1994). O FSH induz receptores adicionais para o FSH além de induzir a
formacéo de receptores para o LH, enquanto que o LH diminui o numero de receptores
para FSH na granulosa (STABENFELDT & EDQVIST, 1996). O ovério possui milhares

de foliculos primordiais em estado inativo, alguns destes sdo recrutados para iniciar o
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desenvolvimento. Grupos de foliculos de 5-8 mm emergem sobre a superficie ovariana e
podem ser observados através da ultrassonografia. A emergéncia de um grupo de foliculos
é precedida por uma elevacdo dos niveis de FSH.(FORTUNE, 1994; GINTHER et al.,
1999).

Este crescimento dos foliculos ovarianos em bovinos é denominado de ondas de
crescimento folicular e ocorre mesmo antes da puberdade, durante o ciclo estral, durante a
prenhez e no pés-parto (STEVENSON & PURSLEY, 1994; BEAM & BUTLER, 1997).

Com o desenvolvimento dos foliculos ocorre 0 aumento nos niveis de estradiol na
circulagdo, o que provoca a redugdo do FSH para niveis basais através de feedback
negativo (FORTUNE et al., 2004). Na supressao final de FSH, ocorre um desvio nas taxas
de crescimento entre foliculos subordinados e o foliculo dominante, sendo que o foliculo
dominante passa a ser dependente de LH e os outros entram em atresia, pois Sao
dependentes de FSH (GINTHER et al., 1996).

As células da granulosa produzem inibina. As inibinas atuam como sinalizadores
quimicos para a hipofise sobre o nimero de foliculos em crescimento no ovario. Esta reduz
a secrecdo de FSH até um certo nivel sem alteracdo da liberacdo do LH, as inibinas sdo
parcialmente responsaveis pela liberacdo diferenciada de LH e FSH pela hipofise (HAFEZ,
2004).

A diminuicdo dos niveis plasmaticos de progesterona permite aumento dos niveis
de estrogeno e do LH, pois segundo MIES FILHO (1977), o estimulo que determina a
liberacdo do LH é o estrogeno. Quando a quantidade de estrégeno na circulagdo chega em
determinado nivel, sensibiliza as &reas superiores do SNC, fazendo com que a fémea entre
no estro. Age também nos centros controladores da onda pré-ovulatéria de GnRH, fazendo
com que grande quantidade deste horménio seja liberada na circulacio (ANTONIOLLI,
2002), provocando o efeito feedback positivo. Com a producdo do FSH parcialmente
blogueada, o pico de liberacdo do GnRH faz com que ocorra um pico de LH, que é
responsavel pela ovulagdo, ir4 ovular o foliculo que possui maior nimero de receptores
para LH (ANTONIOLLI, 2002).

Em um ciclo estral um grupo de 10 a 50 foliculos com 2 a 3 mm emergem entre 0s
dias 1 ao 3 apds o estro. Alguns crescem até 4 a 6 mm e 2 a 5 foliculos maiores continuam
0 crescimento enquanto os outros regridem. Pelo menos um foliculo continua o
crescimento e torna-se dominante (BODENSTEINER et al., 1996). O tamanho do foliculo
ovulatorio (FO) é altamente variavel entre fémeas bovinas, em novilhas da raca Holandesa
foram observados FO de 14,8 mm (SARTORI et al., 2000). Foram observados FO com
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tamanhos de 16,5 mm em novilhas com duas ondas foliculares, e FO com 13,9 mm em
novilhas com trés ondas foliculares (GINTHER et al., 1989).

Os foliculos crescem e se desenvolvem em todas as fases do ciclo estral, incluindo
a fase luteinica (STABENFELDT & EDQVIST, 1996), no entanto o foliculo dominante s6
se tornara ovulatério se 0s niveis de progesterona estiverem baixos, pois a progesterona
bloqueia a liberagéo do pico de LH e a ovulagao.

A onda pré-ovulatéria de LH afeta a maturagdo do odcito; a granulosa torna-se
responsiva ao LH e comeca a secretar progesterona, formando uma estrutura tipo luteinica
mesmo antes da ovulagdo que produzem substéncias intrafoliculares, que promovem a
ruptura do foliculo (STABENFEDT & EDQVIST, 1996).

SARTORI et al., (2004) demonstraram que tanto o tamanho do CL quanto a
secrecdo de progesterona continuam subindo até pelo menos o 14° dia do ciclo.

A funcionalidade do CL dos ruminantes (medido pela secrecdo de progesterona) é
regulada por LH proveniente da hipéfise anterior. A regressdo do CL ndo pode ser
atribuida a queda nos estimulos luteotroficos (especialmente LH), mas sim na presenca de
um fator luteolitico, a PGF2a, que é produzida pelo endométrio durante todo o ciclo estral,
mas sua concentracdo maxima é atingida no momento da lutedlise de cada espécie
(MORAES et al., 2001). A lutedlise pode ser induzida com uma aplicacdo Unica de
analogos da PGF2a somente a partir do quinto dia do ciclo. A lutedlise pode ser bloqueada
naturalmente pela acdo de uma proteina produzida pelo concepto chamada trofoblastina
(também chamada de interferon tau) que é produzida durante o periodo proximo a
implantacdo do embrido nos dias 15 a 25 apds a ovulacdo e fecundacdo (MORAES et al.,
2002).

Com relacdo a dinamica folicular de bovinos de ragas européias, estes podem
apresentar duas, trés ou, até mesmo quatro ondas de crescimento folicular (SIROIS &
FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989; MURPHY et al., 1990).

A ocorréncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular € determinada pela taxa
de crescimento folicular e pela duracdo da fase lutea (KASTELIC et al., 1990). O intervalo
médio entre as ovulacdes € menor (20 dias) para ciclos com duas ondas e maior (23 dias)
para ciclos com trés ondas (GINTHER et al., 1989). O nimero de ondas do ciclo estral
pode ser influenciado por diversos fatores: nutri¢do, raga e o clima. Os fatores nutricionais
parecem ser os mais importantes (MURPHY et al., 1991). Sangritavong et al., (2002)
demonstraram que vacas lactantes tém um metabolismo de E2 muito maior do que nao

lactantes. Os foliculos das vacas lactantes precisam crescer um pouco mais para
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produzirem E2 suficiente para induzir comportamento de estro e o pico pré-ovulatério de
GnRH/LH. Vacas lactantes ovulam foliculos maiores e produzem um CL maior, entretanto
tém concentracdes séricas de P4 reduzidas, provavelmente devido ao maior metabolismo
deste esterdide (SARTORI et al., 2004).

3.4. Horménios da reproducéo

Hormonios sdo substancias quimicas produzidas por tecidos especificas,
transportados em baixas concentragGes pelo sistema vascular, para agir sobre outros
tecidos (JAMES G. CUNNINNGHAM et al, 2004). Eles podem ser de atividade autdcrina,
paracrina e endocrina. Os principais hormonios envolvidos com o ciclo estral sdo 0s
hormonios hipotaldmicos (GnRH), hipofisarios (LH e FSH), gonadais (estradiol,

progesterona) e as prostaglandinas (HAFEZ, 2004).
3.4.1. Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH ¢ sintetizado e armazenado no hipotalamo, em resposta a estimulacdo
nervosa , pulsos de GnRH sdo liberados no sistema porta-hipotalamico-hipofisario
promovendo a liberacdo de FSH e LH. A liberacdo pulsatil de GnRH é responsavel pela
manutencéo e secrecdo de niveis de FSH e LH pela hipéfise (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

3.4.2. Gonadotrofinas (FSH e LH)

A hipdfise secreta o FSH e o LH. Nos machos sob a influéncia do LH séo formados
os andrdgenos nas células intersticiais dos testiculos, sendo a testosterona o horménio mais
importante. Nas fémeas, o LH vai influenciar na formacdo de estrogenos nos foliculos
terciarios (H.GURTLER et al, 1987). O LH estimula a ovulacdo e a luteinizacdo dos
foliculos ovarianos na fémea. O FSH tem como func@es principais estimular o crescimento
folicular e a espermatogénese no macho (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

3.4.3. Estrogeno

Os estrogenos sdo formados pelo epitélio folicular, além das células do cortex
supra-renal e nos testiculos e, durante a prenhez, na placenta. Os estrogenos atuam no
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias das fémeas (H. GURTLER et al,
1987). Atuam no SNC induzindo o comportamento de estro na fémea. Exercem efeitos de
retroalimentacdo tanto negativa quanto positiva no controle da liberacdo de LH e FSH
através do hipotalamo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).
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3.4.4. Progesterona

A progesterona € secretada pelo corpo luteo, e prepara o Utero para o inicio e
manutencdo da gestacdo (JAMES C. CUNNINGHAM et al, 2004). A progesterona é o
progestageno natural, sendo secretada pelas células luteinicas do corpo lGteo, pela placenta
e pelas glandulas adrenais. E transportada na corrente circulatoria por uma proteina de
ligacdo. A secrecdo de progesterona é estimulada primariamente pelo LH (HAFEZ e
HAFEZ 2004).

Opera sinergicamente com o0s estrogenos para induzir o estro. Atua no
desenvolvimento do tecido secretor das glandulas mamarias. Em niveis elevados a P4 inibe
0 aparecimento do estro e das ondas pulsateis de LH (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

3.4.5. Prostaglandinas

A PGF2a é o agente natural quando presente ao final da fase luteinica do ciclo
estral, pode provocar a regressao do corpo lUteo e inicio de um novo ciclo quando ndo
ocorre a fertilizagdo. E pode ser utilizada para interrupc¢ao de gestacOes indesejadas em sua
fase inicial. Provoca também a contracdo da musculatura lisa no trato reprodutivo e
gastrointestinal, na erecdo, na ejaculacdo, no transporte espermatico, na ovulagdo, no parto
e na ejecdo do leite (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Nos bovinos, a regressdo do CL € iniciada pela sintese e liberacdo uterina de
PGF2a em torno de 14 dias apds a ovulagdo. A sintese da PGF2a para entre 6 a 12 horas
apos as concentracBes de progesterona tornarem-se basais (JAMES G. CUNNINGHAM et
al, 2004).

Uma elevacdo dos niveis de E2 promove o crescimento do miomeétrio, estimula a
sintese e a liberacdo de PGF2a. Em fémeas com prenhez positiva, 0 embrido envia um
sinal ao utero, prevenindo os efeitos da PGF2a. Os efeitos luteoliticos da PGF2a foram

usados para manipulacéo do ciclo estral e inducéo do parto (HAFEZ e HAFEZ, 2004).
3.5. Sémen Sexado

A espécie bovina possui 60 cromossomos em suas células somaticas. Os gametas
possuem 29 cromossomos autossémicos, e um cromossomo sexual, sendo ele o X (fémeas)
ou 0 Y (machos). A determinagdo do sexo dos embrides ocorre em funcdo do tipo de
gameta que fertiliza o o6cito (X). Segundo Moruzzi (1979) a diferenca total no DNA entre

espermatozéides X e Y de bovinos é, em média, de 4,2%.
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Um corante fluorescente, Hoechst, é capaz de penetrar na membrana plasmaética e
aderir ao DNA da célula. Desta forma, os espermatozoides X adquirem em torno de 4% a
mais de corante em relacdo aos Y. Logo espermatozoides X possuem 4% a mais de
fluorescéncia em relagéo aos Y (SEIDEL JR, 2007).

Seidel e Schenk (2007) demonstraram que o citdometro de fluxo consiste em uma
bomba para mover o fluido com espermatozoides pelo laser ultravioleta e pelo detector de
fluorescéncia. O fluido sai do citométro na forma de pequenas gotas, contendo ou nao
espermatozoéides. Gotas contendo espermatozoides X recebem uma carga elétrica positiva;
espermatozdides Y recebem uma carga negativa; se as gotas ndo possuem
espermatozdides, mais de uma célula, defeitos esperméaticos ou ndo sdo distinguidos
quanto ao seu contetdo de DNA, nenhuma carga elétrica € adicionada a gota. As gotas
saem do citbmetro, a uma velocidade de 80 Km/h e pressédo de 50 psi, sdo expostas a um
campo magnetico positivo e negativo, que atrai as gotas eletricamente excitadas com a
carga oposta. O que nédo recebeu carga ndo € atraido pelo campo e segue o fluxo para um
recipiente de descarte. A producéo diaria de sémen sexado € de 150 a 200 doses por dia ou
6 doses por hora com aproximadamente 2 milhdes de células por dose. Existem duas
grandes desvantagens no uso do sémen sexado, o custo da dose e fertilidade inferior ao
sémen convencional.

Os fatores responsaveis pela diminuicdo da qualidade do sémen sexado segundo
Schenk et al., (1999) sdo a exposicdo do DNA das células ao corante Hoechst, ao laser
ultravioleta (LUBART et al., 1997; MONTAG et al., 2000), pressdo (SUH e SCHENCK,
2006), efeitos da diluicdo do sémen (MAXWELL et al., 1996), carga elétrica, campo
eletromagnético (KLINC e RATH, 2006), velocidade de saida da célula (80 a 90 Km/h),
desaceleracdo de 90 Km/h para 0 Km/h, processo de centrifugacdo para aumentar a
concentracdo, tempo de espera das células no interior da gota.

De acordo com Mocé et al., (2006), ap6s a criopreservacdo, 0 sémen sexado
apresenta reacdo acrossomica mais rapidamente, 0 processo de sexagem promove
alteracdes na membrana espermdtica que culminam na aceleragdo do processo de
capacitacdo espermatica e reacdo acrossémica, o que diminui sua sobrevida. Segundo
Maxwell et al., (2004), a diminuigdo da sobrevida do sémen sexado seria a sua maior
limitacdo, que sugere modificacBes nas técnicas como depositar o sémen profundamente
no Utero e num momento mais proximo da ovulacdo, isto é atrasar o horéario da

inseminacao.
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Para Klinc e Rath (2006), varios fatores podem afetar os resultados da IA com
sémen sexado, como reprodutor utilizado, qualidade espermatica, concentracdo
espermatica das doses, situacdo reprodutivas das fémeas, horario da IA, local de deposicédo
do sémen, inseminador e manejo da propriedade. E que os resultados s6 podem ser
melhorados através do aumento da sobrevida dos espermatozoides, alterando-se o
protocolo de sexagem e criopreservagdo. Um dos objetivos desse estudo foi tentar

melhorar os protocolos de IATF, viabilizando dessa maneira a 1A com sémen sexado.
3.6. Anélise computadorizada de espermatozdéides

A avaliacdo da motilidade e morfologia sdo essenciais na analise da qualidade do
sémen. Com o propdsito de reduzir essa subjetividade, e de estabelecer padrbes para a
utilizacdo da motilidade como critério importante na avaliagdo seminal, sistemas
automaticos de andlise de sémen (CASA) foram desenvolvidos, fornecendo confiabilidade,
velocidade, padronizacgéo e precisdo na obtencdo dos dados. A avaliagdo automatizada dos
espermatozdides é de grande importancia, pois informacBes obtidas sobre a cinética
esperméatica tém relevancia na determinacdo do potencial de fertilizacdo dos
espermatozdides.

A motilidade espermatica é uma das caracteristicas mais importantes associadas a
fertilizacdo (COX et al., 2006). O CASA tém se mostrado ser uma ferramenta util na
avaliacdo das propriedades cinéticas dos espermatozdides, podendo predizer a fertilidade
do touro, através da correlacdo da velocidade de natacdo do espermatozdide com a
fertilizacdo do odcito (COX et al., 2006). O sistema CASA pode analisar os seguintes
parametros de motilidade: Motilidade Total (MT); Motilidade Progressiva (MP);
Linearidade (LIN); Retilinearidade (SRT); indice de Oscilagdo ou Wobble (WOB);
Velocidade Curvilinear (VCL) — velocidade da trajetoria real; Velocidade em Linha Reta
(VSL) — velocidade média entre o primeiro e o ultimo ponto; Velocidade Média do
Percurso (VAP); Frequéncia de Batimento Flagelar Cruzado (BFC); Amplitude do

Deslocamento Lateral do Espermatozoide (ALH).
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Figura 1. Avaliacdo das propriedades cinéticas dos espermatozoides, através da técnica CASA.
Fonte: KAHIVARAN et al., 2011.

Verstegen et al.,(2002), verificaram que os valores de VAP, VSL e VCL sdo
significativamente maiores em amostras que produzem mais de 50% de odcitos fertilizados
do que naquelas que tiveram a taxa de fertilizacdo de odcito inferior a 50%. Amostras com
valores elevados desses parametros de velocidade e de LIN e BFC apresentaram melhor
migracgéo e penetracdo no muco cervical (VERSTEGEN et al., 2002).

Budworth et al. (1897, 1988) observaram uma correlacdo significante entre
motilidade e velocidade do espermatozoides com o indice de fertilidade. Amann (1989)
estudou as caracteristicas de motilidade do sémen de touro congelado e descongelado e
observou a correlagdo MT = 0,86, VCL = 0,68, VSL = 0,70, LIN = 0,60, ALH = 0,05 E
BCF=0,16.

Os estudos mostram que diferentes caracteristicas de movimento dos
espermatozéides avaliados pelo CASA, como motilidade progressiva e parametros de
velocidade como VCL, VSL e VAP podem ser usados para prever a fertilidade do sémen
dos touros. No entanto, parametros como STR, LIN, BCF e ALH ndo tiveram quase
nenhuma correlacdo com a fertilidade dos touros.

Na avaliagdo da Integridade de Membrana plasmatica, o numero de
espermatozdides viaveis correlaciona-se positivamente com a fertilidade, sendo esta a
variavel de maior impacto na predicdo da fertilidade seminal (JANUSKAUSKAS et al.,
2003).

Quanto a avaliagdo da funcdo mitocondrial, existe uma certa divergéncia nesta
avaliacdo, pois a capacitagdo espermatica leva a hiperpolarizagdo das membranas
espermaticas, incluindo a mitocondrial, podendo causar uma capacitacdo prematura,

diminuindo a longevidade da célula espermatica. Valores elevados de potencial de
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membrana mitocondrial associado a altos valores de VAP, VSL, VCL e ALH, séo
parametros frequentemente relacionados ao processo de hiperativacdo (YANAGIMACHI,
1994; HO e SUAREZ, 2001; VERSTEGEN et al., 2002; FREITAS, 2007).

3.7. Inseminacdo artificial com sémen sexado

Uma das provaveis razdes dos baixos indices de fertilidade do sémen sexado
consiste em sua menor sobrevida, diminuindo o tempo de viabilidade, associado a
diferentes padrdes de motilidade espermatica (SCHENK et al., 2007). O sémen sexado
necessita de menos tempo para a capacitacdo devido ao processo de separacdo por
citometria de fluxo (LU et al., 2004). Uma das possibilidades de diminuir a variacdo do
momento da ovulacdo seria a utilizacdo de técnicas de IATF, o que poderia melhorar os
indices dos programas de inseminagdo com sémen sexado. Vacas sincronizadas com
progestagenos e estradiol ovulam cerca de 70 a 72 horas ap6s a retirada dos implantes
(SOUZA et al., 2006, BARUSELLLI et al., 2007).

Baseados nessas hipéteses Sa Filho et al., (2008), realizaram um estudo em vacas
Nelore, no qual a inseminacéo foi realizada em tempo fixo com sémen convencional ou
com sémen sexado em dois diferentes momentos: 54 horas apos a retirada do implante ou
seja, 16 a 18 horas antes da ovulacdo e de 60 horas apos a retirada, 10 a 12 horas antes da
ovulacdo. Esperava-se que a IATF proxima a ovulagdo aumentaria a taxa de concepcgéo do
sémen sexado. Foram utilizadas 390 vacas Nelore, o atraso da IATF aumentou em 9% a
taxa de concepcao no grupo de animais inseminados com sémen sexado.

Baseado nos efeitos do projeto anterior, outro estudo foi realizado (Souza et al.,
2008) para verificar o efeito no atraso da IATF: 60 h x 64 h depois de retirada do P4.
Foram utilizadas 383 vacas Nelore. Os resultados evidenciaram que ocorre redugdo na taxa
de concepcdo quando a IATF é realizada 64 horas depois da retirada do implante.

Em outro trabalho realizado no Texas — EUA com novilhas Jersey ciclicas
sincronizadas e inseminadas em tempo fixo, foi avaliado o efeito do atraso da IA em 6
horas no momento da IAFF com sémen sexado (SALES, et al., 2010). Os animais foram
sincronizados com P4 + 2 mg de BE + PGF2a no dia 0; retirada do P4 + PGF2a no dia 8;
BE no dia 9 e IATF no dia 10 com 54 e 60 horas apds retirada do P4. Verificou-se que
para 0 sémen sexado, houve aumento na taxa de concepcao quando a IATF foi realizada 60
horas apds a retirada do dispositivo de progesterona de aproximadamente 15%. Porém esse

efeito ndo foi verificado para o sémen convencional.
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Zerbieli et al.(2011), estudaram o efeito do GnRH em momentos diferentes da
inseminacdo artificial em tempo fixo com sémen convencional ou sexado em novilhas
leiteiras. Quando comparado o efeito da administracdo do GnRH 12 horas antes da IATF
ou no momento da mesma, chegaram a conclusdo que a administracdo do GnRH é
recomendada 12 horas antes do momento da IA.

Segundo Barbosa et al.,(2011), o atraso da insemina¢do com sémen sexado nédo
apresentou melhora na taxa de prenhez de novilhas mesticas leiteiras, podendo ser
utilizado o mesmo momento de inseminagdo do sémen convencional.

Realizando a IA em horario mais proximo a ovulacdo, Barusseli et al., (2007),
realizaram IATF em 389 vacas Nelore com sémen convencional e sexado, 54 e 60 h ap6s

remocdo dos implantes, sem evidenciarem diferencas entre tratamentos.
3.8. Sincronizagéo do Estro e Ovulagio

Em bovinos, a IA apesar de apresentar uma série de vantagens vem sendo
substituida pela IATF, em funcdo da falta de mao-de-obra qualificada, dificuldade logistica
em grandes programas de IA, falhas na deteccdo de estros, pela dificuldade de aplicacéo
pratica nas condigdes de campo (PATTERSON, 2006).

Hormonioterapias tém sido utilizadas para sincronizacdo do estro e ovulagéo,
permitindo que as fémeas sejam inseminadas num determinado periodo, sem a necessidade
de observacgdo de estro (MURTA; ANDRADE, 2009).

Vaérios protocolos foram desenvolvidos para sincronizar a onda de desenvolvimento
folicular, mas somente poucos tém mostrado resultados aceitaveis e estdo sendo utilizados
em programas de sincronizacdo (HANLON et al., 1996). Os protocolos devem apresentar
alto padrdo de resposta, estreita sincronia no tempo do estro e ovulacao, fertilidade normal
na ovulacdo sincronizada, retorno normal do estro e fertilidade (LARSON & BALL,
1992).

3.8.1. Sincronizac¢édo com Progesterona associados ao estradiol e ou GnRH

A grande maioria dos protocolos de IATF consistem na colocacdo de um
dispositivo subcutaneos ou intravaginal impregnado de progesterona, por um periodo de 7
a 9 dias, combinado com aplicacdo de estrégeno intramuscular, que juntos séo
responsaveis pelo inicio de uma nova onda folicular (WITT, 2001).

A progesterona evita o pique de LH, provocando a atresia do foliculo dominante, e

o estradiol inibe a liberacdo de FSH responsavel pela secrecao dos foliculos menores. Com
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a retirada do implante de progesterona ocorre um aumento dos pulsos de LH e o
crescimento de um foliculo dominante que ovulara entre 48 e 72 horas apdés a retirada do
implante (DOGI, 2005). Ao retirar a fonte de progestdgeno, e na auséncia de um CL
funcional pela aplicagdo de uma prostaglandina, o animal apresentara um foliculo
ovulatério capaz de responder a inducao da ovulacao.

A aplicacdo de GnRH ou estrogeno apos a remogdo do dispositivo de progesterona,
ird induzir a ovulacdo em um tempo pré-determinado (KOJIMA et al., 1992; BO et al.,
1994).

A aplicacédo de prostaglandina 2 dias antes ou no momento da retirada do implante
é indicada para assegurar a lise do CL, j& que o BE ndo se mostrou efetivo na inducdo da
lutedlise (DISKIN et al., 2002).

O tratamento com progesterona e estradiol tem sido eficiente na inducéo da atresia
dos foliculos em desenvolvimento e na emergéncia de uma nova onda folicular 3 a 5 dias
depois (BO et al., 1994; 1995).

3.8.2. Utilizagdo do eCG em protocolos de 1A

Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) foi descoberto quando se verificou que o
sangue de éguas prenhes induzia maturidade sexual quando aplicados em ratos imaturos. A
eCG ¢é uma glicoproteina com subunidades alfa e beta similares ao LH e ao FSH, e com
uma meia-vida longa de diversos dias. Portanto uma Unica injecdo de eCG possui efeitos
biolégicos na glandula-alvo por mais de uma semana (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A secrecdo de eCG estimula o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, resultando
em um foliculo pré-ovulatério maior e por sua vez um CL de maior diametro (BINELLI,
2001).

Baruselli et al., (2003), observaram que animais em anestro com foliculos grandes
ou pequenos, houve resposta positiva do tratamento com eCG, ja os animais ciclicos, ndo
se notou aumento da taxa de concepc¢éo a IATF.

Segundo Hafez (1995), uma resposta melhorada a combinacdo de progestagenos e
estrogenos ocorre quando o eCG é administrado no ultimo dia do tratamento com

progestagenos.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar o resultado de diferentes protocolos de
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), utilizando-se sémen sexado sobre a
eficiéncia reprodutiva em novilhas Girolando. Foram utilizadas 62 novilhas
clinicamente higidas e com escore corporal entre 2,5 e 3,5, divididas aleatoriamente
em 03 grupos: controle (n=21), FSH/LH (n=21) e eCG (n=20). Todos 0s animais
receberam o mesmo tratamento hormonal para sincronizagdo do estro, consistindo na
colocacdo de dispositivo intra-vaginal com 750 mg de progesterona (P4) no DO as 17:00
horas e aplicagdo de 2 mg de benzoato de estradiol (BE). No D8 as 17:00 horas foram
retirados os implantes e aplicado 2 ml de prostaglandina (0,500 mg cloprostenol). No
D9 todos animais receberam 1 mg de benzoato de estradiol (BE) as 17:00 horas. E
foram inseminadas no D11 as 5:00 horas, isto é 60 horas apds retirada do implante. No
D8, as novilhas foram distribuidas aleatoriamente em 3 Grupos. Grupo controle sem

FSH/LH e eCG, Grupo FSH/LH — 25 Ul de FSH e LH aplicados na retirada do
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implante, Grupo eCG — 300 Ul de eCG aplicados na retirada do implante. As novilhas
foram examinadas por ultrassonografia 35 dias ap6s a IA para diagnostico de gestacdo
e aos 45 dias para avaliacdo de perda embrionaria. O percentual de prenhez para os
grupos Controle, FSH/LH e eCG foram respectivamente 19%, 28% e 35%. Os dados
foram avaliados pelo teste do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5%. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos. Ao avaliarmos a taxa de prenhez entre o
Grupo Controle e 0o Grupo eCG em novilhas que ndo estavam ciclando houve uma
diferenca significativa. Conclui-se que em animais ciclicos, a eCG e o FSH/LH néo
interferiram nas taxas de prenhez. Entretanto quando comparado com 0s animais
aciclicos ou que tinham foliculos menores que 8 mm, a eCG teve um efeito favorével

melhorando substancialmente os resultados.

Palavras-chave: Inseminagéo artificial, ovulagéo e bovino.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare results of different protocols of Timed
Artificial Insemination (TAI) using sexed semen on reproductive effciency in
Girolando cattle. Sixty two heifers were used, being clinically health with a body score
condition between 2,5 and 3,5, divided randomly into 03 groups: control (n = 21),
FSH / LH (n = 21) and eCG (n = 20). All animals received the same hormonal
treatment to synchronize estrus, consisting in placing on DO (5:00 PM) intra-vaginal
device with 750 mg progesterone (P4), and 2 mg of estradiol benzoate (EB). In D8
(5:00 PM) device were removed and 2 mL of prostaglandin (0.500 mg cloprostenol)
was administered. On D9 all animals received 1 mg of estradiol benzoate (EB) (5:00

PM), and were inseminated on D11 at 5:00 PM, 60 hours after device removal. On D8,
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heifers were randomly assigned into 3 groups. Control group without FSH / LH and
eCG; Group FSH/ LH - 25 1U FSH and LH administered after device removal, Group
eCG - 300 IU eCG administered after device removal. Heifers were examined by
ultrasonography 35 days after Al for pregnancy diagnosis and 45 days for evaluation of
embryonic death. The pregnancy rate for control groups, FSH / LH and eCG were
respectively 19%, 28% and 35%. Data were analyzed by chi-square, with 5%
significance level. No significant difference was seen between-groups. When it was
compared control group and eCG Group in heifers that were not cycling there was a
significant difference in pregnancy rate. It is concluded that in cycling animals, eCG
and FSH / LH does not interfere with pregnancy rates, however in those heifers that
were not cycling or had smaller than 8 mm follicles, eCG had a favorable effect thereby

increasing substantially the results.

Keywords : Artificial insemination, ovulation and bovine.

1. INTRODUCAO

O Brasil vem apresentando aumento gradativo na producéo leiteira. De 2000 a
2012 a producdo cresceu quase 50%. Segundo o IBGE em 2012 o Brasil produziu 32,3
bilhdes de litros, volume 49,2% superior a producéo de 2002 que foi de 21,6 bilhdes.

Estima-se que no Brasil, apenas 10% das fémeas em idade reprodutiva sdo
inseminadas (ASBIA, 2011). Em 2013 a inseminacdo artificial (1A) na atividade leiteira
teve um crescimento de 9,6 % , enquanto que na atividade de corte o crescimento foi de
apenas 3% (trés por cento) (ASBIA, 2013). Segundo a ASBIA o nimero de vacas
inseminadas teve crescimento medio de 55% em 2013 e uma estimativa de 14,3

milhdes de doses vendidas.
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Na bovinocultura de leite o sexo do bezerro é um dos fatores determinantes para
0 desempenho reprodutivo e econdmico da atividade. Em fazendas produtoras de leite o
macho tem pouco ou nenhum valor. Apds o avango tecnoldgico de 1984 com o uso da
ultrassonografia no estudo dos ovérios das fémeas bovinas (GINTHER, et al., 1986)
possibilitou-se um maior entendimento da dindmica folicular das fémeas e 0s hormonios
atuantes em cada etapa (GINTER, et al .,2001 e BARUSELI et al.,2007). O uso da
ultrassonografia em tempo real como ferramenta para uma melhor gestdo da eficiéncia
reprodutiva € hoje uma realidade que permite um diagndstico precoce de gestacdo e o
acompanhamento da saude ovariana e uterina dos animais (BEAL et al., 1992), assim
como a diferenciagdo e o monitoramento do foliculo dominante e da ovulacdo
(FORTUNE et al., 2001).

A utilizacdo de diversos protocolos hormonais para a inseminacéo artificial em
tempo fixo (IATF) vem sendo proposto por varios pesquisadores (BARUSELLI et al
2004). Muitos fatores interferem nos resultados destes protocolos tanto ligados a
inseminacdo (SAACKE, 2008), quanto ligados ao sémen (COLEGIO BRASILEIRO
DE REPRODUGCAO ANIMAL-CBRA, 1998) como também & condico nutricional dos
animais (VASCONCELOS et al., 2006).A IATF cresceu muito no cenario nacional e
aumentou muito o interesse da associacdo desta técnica com a sexagem espermatica,
que permite a separacdo dos espermatozoides contendo o cromossomo Y daqueles que
contém o cromossomo X (BODMER et al., 2005). A taxa de fertilidade obtida com o
uso do sémen sexado € menor que a do sémen convencional (GARNER, 2006). Devido
a exposicdo das celulas espermaticas a diversos fatores estressantes tais como, o0 corante
Hoechst, o laser, a velocidade, a desaceleracdo brusca, ao tempo e a centrifugacdo para

aumentar a concentracdo (SCHENK ET AL., 1999). Além disso, a dose de sémen
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sexado tem baixa concentracdo espermatica, por causa do baixo rendimento da técnica
de separagdo espermatica por meio da citometria de fluxo (BARUSELLI et al., 2007;
DEJARNETE et al., 2110).

O sémen sexado necessita de menos tempo para a capacitacdo devido ao
processo de separacao por citometria de fluxo (LU et al., 2004). Uma das possibilidades
de diminuir a variacgdo do momento da ovulacdo € o emprego de técnicas de
sincronizacdo. Novilhas leiteiras sincronizadas com progestagenos e estradiol ovulam
cerca de 70-72 horas apds a retirada dos implantes (SOUZA et al., 2006, BARUSELLI
et al., 2008). A IATF proxima a ovulacdo aumentaria a taxa de concepg¢do quando da
utilizacdo de sémen sexado, devido ao sémen sexado apresentar menor periodo de
viabilidade e menor tempo para capacitacdo no trato reprodutivo. Fundamentado nesses
estudos, durante o experimento foi realizada a inseminagdo 60 horas ap0s a retirada do
implante com sémen sexado.

O tratamento com eCG no momento da retirada do implante vem sendo usado
para melhorar os indices de fertilidade, através de mudangas no padréo do crescimento
folicular e na funcéo do corpo luteo (BARUSELLI et al.,2004, SOUZA et al., 2009).

A eCG pode aumentar o diametro do foliculo pré-ovulatério no momento da
IATF, melhorar a taxa de ovulacdo e aumentar as concentracdes plasmaticas de
progesterona durante a fase luteal subseqiientes (SA FILHO et al., 2010). Baruselli et
al., comparando animais com presenca ou auséncia de CL no inicio do tratamento ao
utilizarem eCG observaram que ndo houve efeito medicamento sobre a taxa de prenhes
dos animais que apresentavam CL. Ja o eCG influenciou significativamente nagueles
animais que apresentaram foliculos. O melhor momento para se realizar a 1A com

sémen sexado, seria ap0s a ovulacdo ou préxima desta (BARUSELLI et al., 2008).
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Os baixos indices de prenhez e o custo da dose do sémen sexado desestimula a
utilizacdo desta técnica. Objetivou-se obter nesse experimento resultados que

justifiguem a aplicacdo desta tecnologia no campo.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Localizagao

O experimento foi realizado durante o més de agosto de 2014, na Fazenda
Chaparral, Municipio de lelmo Marinho, regido do Agreste potiguar do Rio Grande do
Norte, a 50 hm de Natal. Latitude 05° 49° 26°° S e longitude 35° 33’ 10°’, com altitude

média de 400 metros, precipitacdo anual de 890 mm e temperatura média de 27,5°C.
2.2. Selecéo dos animais

Foram utilizadas 62 novilhas da raca Girolando, identificada por brincos e
submetidas ao exame ginecoldgico com auxilio de exame ultrasonografico. Foram
selecionados os animais sem alteracédo clinica, com escore corporal entre 2,5 e 3,5, com
presenca de corpo lateo e de foliculos de tamanho meédio e grande. Durante este exame
foram sorteadas 6 novilhas, as quais foram feitos exames ultrassonograficos durante o
experimento para mensuracao dos diametros foliculares e dos corpos lGteos no DO, D8 e
D9. Todas as novilhas foram vacinadas contra IBR, BVD e Leptospirose no inicio do
experimento, criadas num sistema de confinamento, recebendo como volumoso a sobra
dos pés de abacaxi e concentrado contendo milho, soja, bicarbonato de sddio, sal

mineral e agua a vontade.
2.3. Avaliacao do sémen

Como a criopreservacao e o processo de sexagem do sémen através de citometria

de fluxo podem resultar em danos da membrana, nas caracteristicas da motilidade e na



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

44

morfologia espermética, as avaliagdes das amostras seminais representam um
componente indispensavel para os programas de reproducao animal.

Os resultados obtidos através da Analise Computadorizada do Movimento
Espermatico (técnica CASA, Hamilton Thorn Reseach, USA) e da integridade das
membranas do sémen utilizada no projeto, foram realizados no Laboratério Androlab,
do departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE no Campus de Recife.
Verificou-se que o sémen sexado utilizado no experimento apresentou-se dentro dos

padrdes recomendados.

2.4. Sincronizacdo do estro e inseminacao artificial

Todas as novilhas receberam no dia 0 (D0) as 17:00 horas, um dispositivo
intravaginal contendo 750 mg g de progesterona (Prociclar®, Laboratério Hertape
Calier) e um injegédo intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (Benzoato de
Estradiol®, Laboratério Hertape Calier).

No dia 8 (D8), & 17:00 horas os animais foram separados ao acaso em trés
grupos experimentais. Foram retirados os implantes e aplicado 150 ug de D-
cloprostenol (Veteglan Luteolitico®, Laboratério Hertape Calier), e colado um adesivo
na garupa (Estrotect®) para auxiliar na identificacéo dos estros.

No Grupo FSH/LH, foi aplicado 25 Ul de FSH e 25 Ul de LH (Pluset injetavel®,
Laboratorio Hertape Calier) no momento da retirada dos dispositivos. No Grupo eCG
foi aplicado 300 Ul de eCG (Folligon® 5000 UI, Laboratério Intervet), e o Grupo
Controle n&o recebeu nem eCG e nem FSH/LH.

No dia 9 (D9) as 17:00 horas, os trés grupos receberam uma dose de 1 mg de
benzoato de estradiol (Benzoato de Estradiol®, Laboratério Hertape Calier). E no dia 11

(D11) &s 5:00 shoras da manha foram inseminadas com sémen sexado.
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2.5. Exames Ultrassonograficos

Foram realizados exames ultrassonograficos por via transretal para avaliagdo dos
ovarios por aparelho DP-2200Vet Digital Ultrasonic Diagnostic Imaging Systen
(Mindray®) com sonda linear transretal de 7,5 MHZ. Os exames foram realizados no
dia da aplicacdo do implante (DO0).. O diagnoéstico de gestacdo foi realizado com 35 dias

e 45 dias ap6s a inseminacdo, a fim de avaliar perda embrionaria.
3. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5% e

atenderam-se os padrdes de amostragem e graus de liberdade.
4. RESULTADOS

A taxa de concepcdo média é de 29,7%, e o Grupo Contole = 28,6%, Grupo
FSH/LH = 30,% e Grupo eCG = 30,7%. Observa-se que o FSH/LH e eCG néo
interferiram na taxa de prenhez dos animais que estavam ciclando (com CL). Ja no
grupo de animais que ndo apresentavam corpo liteo a taxa média de concepgéo entre as
novilhas tratado com eCG e as novilhas do grupo controle foi de respectivamente 42% e
0%.

Apesar de ndo diferir estatisticamente, o grupo (tabelal) de animais que foram
tratados com eCG tiveram um incremento de 16% na taxa de prenhez em relacdo ao
grupo controle. A utilizacdo do eCG (Folligon®) aumenta em R$10,36 o protocolo,
justificando a utilizacdo da droga quando os animais ndo possuem corpo lateo. O FSH e

LH (Pluset ®) custam R$ 16,08 a dose de 1,5 ml.
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Em trabalho realizado por BARBOSA et al.,2011 com atraso da IA na IATF
utilizando-se sémen sexado em novilhas leiteiras teve uma taxa de prenhez de 25%
enquanto que neste experimento obtemos 35% no grupo eCG.

As novilhas foram inseminadas 60 horas ap6s a retirada do dispositivo de
progesterona ou 36 horas apds a aplicacdo da segunda dose de BE. O atraso na
inseminacdo influenciou positivamente nas taxas de concepgéo.

Ao avaliarmos 0s custos entre 0 sémen sexado e o convencional num lote de 100
novilhas com uma taxa de prenhez de 35% para o sexado e 50% para o convencional, a

diferenca final é de R$ 27.500,00 de vantagem para 0 sémen sexado.
5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste experimento sdo indicativos que taxas de
concepcdo em novilhas de leite inseminadas com sémen sexado sdo vidveis. No
experimento os animais ciclando (com CL) o eCG néo interferiu na taxa de prenhez
(controle = 26,6%, eCG = 30,4% e FSH/LH = 30%). Confirmando trabalho de
Baruselli et al. (2003) , onde ele verificou que, os animais ciclando (com CL), 0 eCG
ndo interferiu nas taxas de prenhez. J4 o eCG influenciou significativamente naqueles
animais que apresentavam foliculos pequenos e médios (menor que 8 mm).

Nos animais ciclando ndo foi verificado aumento da taxa de concepc¢édo apds o
tratamento com eCG.

Baruselli et al., (2007), observaram que a realizacdo da insemina¢do com sémen
sexado 60 horas depois da retirada do implante vaginal, aumentou em até 9,0% a taxa
de concepcdo. Mais uma vez se justificando a aplicacdo da técnica de IATF e com

atraso do horario da inseminacao.
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Das 45 novilhas que ndo estavam prenhes no final do experimento, 36 tinham
repetido o estro e estavam inseminadas, nove estavam em “anestro”. Em mar¢o de 2015
retornei a fazenda. Das 45 vazias 29 j& estavam com prenhez confirmada e 16 estavam
inseminadas aguardando exame. Nesse experimento houve um aumento da taxa de
servigo em funcdo de uma maior atencdo na observacao de estro das novilhas, de forma
que muitas ja tinham alcancado a puberdade antes de comecar o experimento, apesar da
pouca idade (15 a 16 meses as mais novas do experimento).

O uso de sémen sexado em novilhas apresenta além das vantagens econdmicas,
a possibilidade de uma diminuicdo nos problemas no pdés-parto, visto que bezerras

fémeas menores diminuem os casos de partos distdcicos e retencées.
6. CONCLUSAO

A taxa de prenhez atingida neste experimento com sémen sexado através da
inseminacgdo artificial em tempo fixo foi semelhante a média obtida com sémen
convencional em novilhas em outros experimentos. Uma triagem dos ovarios das
novilhas através da ultrassonografia antes de se iniciar o protocolo de IATF é de
fundamental importancia, as novilhas ciclicas (com CL), dos trés grupos tiveram a
mesma taxa de prenhez, através deste exame direcionaremos os tratamentos de forma
racional, diminuindo os custos e melhorando os indices.

Uma avaliagdo da fertilidade do sémen dos touros devem ser
consideradas, pois podem contribuir na diminui¢do dos custos e no aumento da taxa de
prenhez.

Os resultados aqui obtidos indicam que 0 eCG teve um efeito positivo apenas em
animais sem corpo lGteo. Em animais que apresentam corpo IGteo o tratamento com

eCG é desnecessario.
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Com a utilizacdo dos métodos de sincronizacdo do estro e ovulagcdo, esperamos
determinar o protocolo mais eficiente e minimizar as variagbes do momento de
ovulacgéo, colaborando com a eficiéncia dos programas de inseminacdo artificial com
sémen sexado. De modo que o atraso na inseminacao artificial parece uma alternativa

vidvel para melhorar os resultados de taxa de prenhez.
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9. ILUSTRACOES
Figura 1. Protocolos de IATF

GRUPO CONTROLE

GRUPO eCG

BE (2 mg)
PGF2a BE (1mg) 'ATF
[ IMPLANTE DE PROGESTERONA |
bo D8 D10 D11
(17 h) (17h) (17h) (5h)

\ \

[IMPLANTE DE PROGESTERONA |

BE (2 mg) ecG BE (1 mg) 'ATF
PGF2a
[ IMPLANTE DE PROGESTERONA |
bo D8 D9 D11
(17 h) (17h) (17h) (5h)
GRUPO FSH/LH
BE (2 mg) FSH/LH
PGF2a

BE (1mg) 'ATF

L 2 4

DO D8
(17h) (17h)

D10 D11
(17h) (5h)

Figura 2. Valores para Analise Computadorizada do Movimento Espermatico.

AVERAGE VALUES OF VELOCITY PARAMETERS

Total Slow Medium Rapid Unit
Curvilinear Velocity YCL 31,0 1.9 214 16,1 umis
Straight-line Velocity WSL 4.2 19 10,7 571 umis
Average Path Velocity VAP 518 4.2 13,7 723 umis
Linearity LIN 50,8 16,1 438 43,2 %
Straightness STR 794 457 73 73.0 %
‘Wobble WOB 64.0 35.2 64.0 623 %
AVERACGCE VALUES OF OTHER PARAMETERS
Amplitude of lateral Total Medium Proar. Rapid Progr. Unit
head displacement ALH 3.3 03 4.0 um
Beat!Cross Frequency BCF 12,3 4.9 136 Hz
Total | Percentage CONMCENTRATION
(%] millions per mi r in total ejaculated
Huyperactive 17 7.0% 07 19

Figura 3. Média Anual da precipitagdo e temperatura do municipio de lelmo
Marinho/RN. Fonte: Climate-data.org.

month 1 2 3 4 5 6 7 9 10 1 12
mm 35 70 130 160 123 122 107 49 A4 8 8§ 16
¢ 26.9 26.8 26.6 26.0 25.4 24.4 23.8 24.0 24.7 25.6 26.2 26.5
'C (min) 221 22.1 22.1 21.7 21.2 20,3 19.6 19.4 19.8 20.4 21.0 21.5
°C (max) 31.7 31.6 31.2 30.4 29.6 28.5 28.1 28.6 29.7 30.9 31.4 31.5

M
Figura 4. Mapa do Rio Grande do Norte. Fonte: Wikipédia
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Tabela 1. Taxa de prenhez de novilhas Girolando de acordo com o tratamento utilizado

na IATF com sémen sexado.

Prenhez
Tratamento Positiva Negativa Total %Prenhez
Controle 4 17 21 19
FSH/LH 6 15 21 28
Ecg 7 13 20 35

v*=1,3301 (P > 0,05)

Tabela 2. Taxa de prenhez de novilhas Girolando ciclicas (com CL) de acordo com o

tratamento utilizado na IATF com sémen sexado.

Prenhez
Tratamento Positiva Negativa Total %Prenhez
Controle 4 10 14 28.6
FSHLH 6 14 20 30
eCG 4 9 13 30.7

¥*=0,10 (P > 0,05)

Tabela 3. Comparacédo dos Custos e Receitas entre Sémen Sexado e Convencional.

Sexado Convencional

Custo Sémen R$56,00 R$25,00
Custo Protocolo R$14,94 R$14,94
Custo 100 IATF R$7.094.00 R$3.940,00
Custo da Prenhez R$202,00 R$78.80
Taxa de prenhez 35% 50%
Valor das Novilhas 105.000,00 R$75.000,00
Valor dos bezerros - RS$2.500.00
Receita R$97.960,00 R$73.560,00
Diferenca R$24.346,00

Protocolo com P4, BE e PGF2a, sem eCG ¢ FSH/LH
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “AVALIAGAO DA IATF EM NOVILHAS
GIROLANDO UTILIZANDO-SE DIFERENTES PROTOCOLOS COM SEMEN
SEXADO”, protocolo n® 28/2012, utilizando 60 (sessenta) novilhas, sob a responsabilidade
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reunido do dia 20/12/2012.
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WITH DIFFERENT PROTOCOLS SEXED SEMEN", protocol number 28/2012, utilizing 60
(sixty) heifers, under the responsibility of Prof. Dr. Gustavo Ferrer Carneiro, conforms to the
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