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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a possivel influéncia do touro doador de sémen
sexado na taxa de formacgéao de blastocistos e resultados de concepcéo de embribes
produzidos in vitro. Para este experimento foram utilizadas 29 vacas holandesas
doadoras de embrides de uma unica fazenda situada no municipio de Rio
Vermelho/MG. As doadoras bovinas foram selecionadas de acordo com sua
producdao leiteira, histérico reprodutivo e meérito genético. As vacas foram submetidas
a aspiracdo folicular e houve uma selecdo dos ovdcitos viaveis, que foram
fertilizados com material genético sexado de fémea de sete touros da raca Gir. A
taxa de formacdo de embrides no cultivo in vitro e a taxa de concepcdo apos a
transferéncia de embrides (TE) foram computadas. Os resultados obtidos foram
analisados através de teste Qui-quadrado utilizando software Graph Pad Prism
Instat 5.0®, considerando nivel de significancia de 5% e tendéncias foram
consideradas quando 0,05<P<0,10. Foi observada grande variagcdo na taxa de
producdo de embribes, que oscilou de 16,09% a 47,83%, com média de 31,97 +
8,57, havendo tendéncia de influéncia do touro/sémen sexado sobre as taxas de
formacdo de blastocistos (P=0.0659). Na taxa de concepc¢do dos embrides
transferidos observou-se efeito significativo exercido pelo sémen sexado (p=0.0230),
com resultados oscilando entre 12,5% a 77,78%, na dependéncia do touro doador
do sémen. Conclui-se que existe variagdo nas taxas de produg¢do embrionaria e na
fertilidade de embrides produzidos in vitro de acordo com o touro doador do sémen
sexado.

Palavras-chave: Sémen sexado. Fertilizag&o in vitro. Embrides.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the possible influence of bull donor sexed
semen on the rate of blastocyst formation and on in vitro embryo design results. For
this experiment, 29 dutch embryo donor cows from a single farm located in the city of
Rio Vermelho / MG were used. The bovine donors were selected according to their
milk production, reproductive history and genetic merit. The cows were submitted to
follicular aspiration and there was a selection of viable oocytes, which were fertilized
with sexed genetic material of female of seven Gir bullsThe rate of embryo formation
without in vitro culture and the rate of conception after embryo transfer (ET) were
computed. The results obtained were analyzed using the Chi-square test using the
Graph Pad Prism Instat 5.0® software, releasing 5% significance and tendencies
were considered when 0.05 <P <0.10. A large variation in the embryo production rate
was observed, ranging from 16.09% to 47.83%, with a mean of 31.97 + 8.57,
tendencies of bull / sexed semen influence on rates of blastocyst formation ( P =
0.0659). In the conception rate of transferred embryos, a significant effect was
observed for females (p = 0.0230), with results ranging from 12.5% to 77.78%,
depending on the bull donor semen. It is concluded that there is variation in the rates
of embryo production and in the fertility of embryos produced in vitro according to the
donor bull of the sexed semen

Keywords: Sexed semen. In vitro fertilization. Embryos.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda de alimentos de origem animal vem gerando grande
interesse nas industrias lacteas e carneas no ganho genético e aumento de
producdo dos rebanhos, com o intuito de acelerar a produtividade e ainda promover

melhoria genética dos animais.

A aquisicado de novos animais pode contribuir com isso, mas 0 nascimento de
novos animais no rebanho resulta em maior economia e lucratividade. Segundo
Corréa et. al.!, é a taxa de natalidade que representa eficiéncia reprodutiva dos
animais e com a capacidade produtiva da propriedade. O aumento da taxa de
concepcao é fator indispensavel para fazer essa cadeia girar, e € desejavel para

todos os tipos de criacdes, principalmente as comerciais.

Atualmente, ha um crescente interesse em tecnologias que visam aumentar
as taxas de prenhez das matrizes, aumentando sua eficiéncia reprodutiva durante
sua vida util. Além das biotecnologias que visam aumentar a concepgao, ha também
meios de se pré determinar o sexo do produto, possibilitando ao criador escolher o
sexo de maior prevaléncia em sua propriedade, focando assim no objetivo real do
negdécio, seja lacteo ou carneo. Segundo Johnson? a pré determinacgéo do sexo da
prole possui alta demanda e é de grande importancia para fornecer de maneira mais

eficiente o abastecimento mundial de alimentos.

Existem inUmeros motivos para se querer pré determinar o sexo do feto, de
acordo com o0s interesses econdmicos ou emocionais dos individuos envolvidos.
Dentro do universo da reproducdo animal, a preferéncia pelo sexo varia de acordo
com a aptiddo desejada dos animais de criacdo, sejam animais de corte ou
producdo leiteira. Na pecuaria de leite, o produto responsavel pela receita da
fazenda é o leite, juntamente com a venda de animais excedentes. E para que esse
processo produtivo continue gerando lucros é necesséario que haja novilhas de
reposicdo que substituirdo as vacas matrizes que ja ndo proporcionam uma
atividade produtiva e lucrativa para o criador. Esse enfoque na producdo de fémeas
€ possivel somente através do controle zootécnico, sanitario e leiteiro, que possibilita
ao produtor conhecer bem suas vacas e assim saber o momento ideal de descarta-
las e introduzir novas matrizes em seu lugar. Devido a isso, 0 interessante nas

fazendas leiteiras é aumentar a taxa de fémeas no rebanho, pois 0 nascimento de
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bezerros machos é visto como um resultado negativo do trabalho de
aproximadamente um ano e, portanto, o uso de técnicas que permitam ao criador
determinar o género do produto a nascer proporciona maior sucesso do negaocio.
Assim ocorre também na pecuaria de corte, porém sdo 0os machos que representam
0s animais de maior valor zootécnico, devido ao seu maior ganho de peso e

estrutura corporal.

Antigamente acreditava-se que a producdo de herdeiros ou herdeiras era
determinada pelo testiculo de onde se originou o espermatozoide, e diante dessas
crencgas surgiram meétodos que retiravam o testiculo direito ou esquerdo, a fim de
impedir a progresséo da célula espermética do sexo indesejado®*. Posteriormente,
com a descoberta dos cromossomos X e Y em 1914 por Bridges, tornou-se possivel
direcionar cientificamente a pré selecao do sexo, e desde entdo diversos métodos
foram pesquisados para viabilizar a separacdo das duas populacbes de
espermatozoides. Com essas descobertas surgiu também o interesse em escolher o
sexo da progénie, que foi possivel devido a identificacdo das pequenas diferencas
no peso molecular entre os cromossomos X e Y carreados, respectivamente, por
espermatozoides geradores de fémeas e machos®. Atualmente, as Unicas técnicas
validadas cientificamente para a selecdo de género sdo as que se baseiam na
diferenca do contetido do DNA entre ambos 0s cromossomos®, como a citometria de
fluxo, que separa os espermatozoides a partir da incidéncia de luz laser que é
dispersa de acordo com o tamanho da particula (maior dispersdao para o
cromossomo X e menor para o Y); e a centrifugacdo em gradiente, que consiste na
flutuacdo e aspiracdo dos espermatozoides sobrenadantes. Essas descobertas
criaram expectativas para a pecuaria bovina no Brasil, que enxerga nas tecnologias
da reprodugdo um meio de otimizar seus resultados, focando seus esforgos e
investimentos somente naquilo que € interessante para seu negocio, o que dentro

das pecuarias de leite e de corte é determinado pelo sexo do produto a nascer.

Entretanto, estudos com sémen sexado de bovinos tem demonstrado que sua
taxa de concepcado é inferior quando comparada a taxa de concepcdo do sémen
convencional, provavelmente devido ao estresse que o material genético é
submetido para sua classificacédo, resultando em danos a célula espermatica. Além

disso, em fungédo das limitagbes da separacdo sexual dos espermatozoides sua
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utilizacdo s6 é economicamente rentdvel para a industria produtora de material
genético com o uso de 2,1x10° espermatozoides/dose inseminante, quantidade que
corresponde a cerca de 10% do total de células presentes em uma dose de sémen.
A baixa dose inseminante também responde pelas menores taxas de concepc¢ao do
sémen sexado quando comparado a doses de sémen bovino convencional. Além
disso, novos estudos tém especulado que o touro doador do sémen sexado pode
exercer influéncia sobre a qualidade e fertilidade do material genético, refletindo em

variacfes nas taxas de concepcao.

A utilizacdo do sémen sexado € possivel em técnicas como Inseminacgao
Artificial (IA) e Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), porém possui maior
interesse econdmico quando utilizado em Fertilizacao In Vitro (FIV), pois permite que
um menor numero de espermatozoides fecunde um maior nimero de ovadcitos.
Assim, a fertilizacdo in vitro torna-se a alternativa mais racional para o uso comercial
do sémen sexado, devido ao reduzido nimero de espermatozoides disponiveis por
dose apés a sexagem®. Porém, mesmo na fertilizacéo in vitro o sémen sexado
possui menores taxas de sucesso quando comparado ao sémen convencional.
Embrides produzidos in vitro apresentam diferencas em sua morfologia, tempo de
desenvolvimento e em seu metabolismo quando comparados aos embrides
produzidos in vivo®. Morton’ relata que existem alteracdes no padrdo normal de
desenvolvimento de embrides produzidos in vitro (PIV) produzidos com sémen
sexado, e que podem estar relacionadas com diferencas em nivel molecular dos

embrides, além do possivel efeito do touro doador de sémen.

Nesse contexto, o0 objetivo deste estudo foi verificar a influéncia que o touro
doador do sémen sexado exerce sobre a producdo de blastocistos em sistema de
producéo in vitro, avaliando a taxa de concepcéo proporcionada por esses embrides

guando transferidos para receptoras bovinas.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisado de literatura

2.1.1 Sémen sexado

Com a crescente demanda de produtos de origem animal, as industrias
lacteas e carneas vém exigindo cada vez mais produtividade de seus rebanhos e
fornecedores, que por sua vez procuram aumentar o indice reprodutivo de seus
animais, tornando-os alvo de biotecnologias da reproducdo e gerando uma nova

tendéncia de mercado com o objetivo de aumentar a lucratividade.

A taxa de natalidade do rebanho indica a eficiéncia reprodutiva e capacidade
de producdo de uma fazenda e, portanto, representa um fator crucial que exige
atencdo e cuidados. O aumento da natalidade é o objetivo central da criacdo de
gado de corte e leite, pois é ela quem traré os lucros para o negécio®.

O sexo do bezerro é fator determinante para o sucesso produtivo e
econdmico de uma atividade®, onde nas fazendas leiteiras a fémea possui maior
valor zootécnico, devido a sua aptiddo leiteira e de gerar futuras filhas para
reposicdo. Ja nas fazendas de corte o bezerro macho é quem possui maior valor
zootécnico, devido ao seu maior potencial de produ¢do quando comparado a fémea.
Uma das maneiras de otimizar e tornar o negocio rentavel € a possibilidade de
aumentar a frequéncia do sexo desejavel no rebanho, o que evita despesas e
investimentos em animais que nao trardo retorno financeiro significativo. Além disso,
a escolha do sexo proporciona rapido progresso genético, maior produtividade,
melhora no bem estar dos animais ao evitar castracées e ainda reduz o impacto
ambiental por limitar o nascimento de animais do sexo indesejado. Diante deste
cenario e da necessidade de aprimorar os resultados, faz-se necessario o uso de
tecnologias que permitam ao produtor pré determinar o sexo do produto, e assim
garantir maiores indices produtivos em sua propriedade, além de proporcionar um

planejamento mais aprimorado e especifico.

O sémen sexado surgiu com a proposta de permitir tal fagcanha, através de

determinadas técnicas como a citometria de fluxo, que atualmente figura como o

10 A
I

Unico método utilizado em escala comercial™".Na citometria é utilizo um corante
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fluorescente que se adere ao DNA do espermatozoide, que passa por um citdmetro
de luz que identifica e separa as células de acordo com a carga fluorescente emitida.
Dessa forma tornou-se possivel separar 0s espermatozoides com cromossomo X
(fémea) dos espermatozoides com cromossomo Y (macho) devido a diferenca do
volume de DNA presente em cada cromossomo, que é cerca de 4% maior no X2,
Assim, quando marcados com o corante fluorescente Hoechst 33342 - corante de
DNA permeavel a membrana plasmatica - ogameta com maior volume de DNA é

identificado facilmente e separado dos demais™®.

Entretanto, o processo de classificacdo causa danos funcionais no
espermatozoide, além da criopreservacdo, resultando em um potencial de
fertilizacdo reduzido®. Dessa forma, em funcdo dos insultos sofridos ocorre maior
variacdonos resultados de concepcao obtidos com o sémen sexado, tornando-o
menos eficiente do que o sémen convencional, o que demanda estudos sobre sua
taxa de concepcdo para permitir ao produtor decidir se 0 risco compensa 0S

beneficios.

Vale ressaltar que a progénie de bezerros oriundos do sémen sexado nao
difere daqueles nascidos a partir do sémen convencional, incluindo o tempo de
gestacdo, peso ao nascer, taxa de mortalidade e ganho de peso®. Além disso, ndo
foram encontrados até o momento efeitos tdéxicos no sémen sexado com 0 uso do

corante Hoechst 33342°>%,

2.1.2 Taxa de concepc¢édo do sémen sexado

Com sua introducdo comercial, o sémen sexado tem sido recomendado em
novilhas devido ao maior potencial de fertiidade em relacdo as vacas e a maior
capacidade de ganho genético®. De acordo com as empresas distribuidoras de
sémen sexado, a orientacdo do seu uso em novilhas baseia-se em, além da reducéo
de partos distocicos, na possibilidade de produzir novilhas geneticamente superiores
oriundas das melhores novilhas e crescimento fechado do rebanho, excluindo-se os
riscos de biosseguranga que existem com a aquisicdo de novos animais. Segundo
Weigel et al.*® seu uso pode aumentar o nimero de fémeas nascidas de primiparas
para cerca de 65%, concedendo maiores chances de partos eutocicos. Outro fator

relevante levado em consideragéo na escolha da novilha e ndo da vaca, € a inerente
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reducdo na fertilidade de vacas multiparas, que tornam o uso do sémen sexado
economicamente inviavel. Segundo Fetrow et al.'” 5% de reducdo na taxa de
concepcao em vacas pode ser muito mais assolador do que a mesma reducédo em
novilhas, pois dessa forma aumenta o risco de a vaca ficar vazia e a possibilidade de

ser descartada.

Apesar de tais beneficios, € sabido que as taxas de prenhez do sémen
sexado séo inferiores ao sémen convencional, tornando necessaria uma avaliacao
individual de cada propriedade, levando em consideracéo seus objetivos e os pros e
contras da utilizacdo da técnica. A literatura relata que sua taxa de prenhez varia de

70 a 80% em relacéo ao sémen convencional'® > 1 20: 15,

Quando comparado com a taxa de concepc¢ao do sémen convencional, Seidel
et al.'"® descreveram que em um experimento com novilhas de corte inseminadas
com sémen sexado, obtiveram 40% de taxa de prenhez, contra 75% do sémen
convencional. Seidel e colaboradores® também relataram que para quantidades
<1.5x10° espermatozoides/dose, ha melhores resultados quando depositados
profundamente no corno uterino. E ainda que, para inseminagfes com sémen
depositado no corpo uterino, as taxas de concepcdo foram parecidas para 0s
grupos: 1) Sémen sexado — IA corpo uterino (1.0x10°espermatozoides/dose), 2)
Sémen sexado — IA corpo uterino (3.0x10°espermatozoides/dose) e 3) Sémen
convencional — IA corpo uterino (20x10°espermatozéides/dose), onde obtiveram

59%, 53% e 57% respectivamente.

Ja Doyle et al.

separaram vacas de corte lactantes nos seguintes grupos: 1)
Sémen convencional congelado (40x10° espermatozoides/dose), 2) Sémen
convencional congelado (1x10° espermatozéides/dose), 3) Sémen sexado congelado
(1x10° espermatozéides/dose) e 4) Sémen sexado refrigerado  (5x10°
espermatozoides/dose), onde o grupo 1 teve o sémen depositado no corpo uterino e
0s outros tiveram o sémen dividido em duas partes e depositado em cada lado dos
cornos uterinos. Os resultados de vacas prenhes foram 67%, 49%, 23% e 25%

respectivamente.

22
l.

Em novilhas de leite, Kurykin et al.““ estudaram a taxa de prenhez com

diferentes lugares para a deposicdo do sémen sexado. As novilhas foram divididas
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em trés grupos: 1) IA com sémen convencional no corpo do utero, 2) IA com sémen
sexado no meio do corno uterino com ovulacéo pré determinada por US e 3) IA com
sémen sexado no final do corno uterino com ovulacéo pré determinada por US. Para
os grupos sexados a dose de espermatozdides foi de 2.2x10° apds 80-82hrs da
aplicacdo de prostaglandina 2a. Os resultados obtidos mostraram que ndo houve
diferenca significativa nas taxas de prenhez dos grupos do sémen sexado, e que 0
local de deposicdo do sémen nao é tdo relevante quando se usam doses
inseminantes de no minimo 2,2x10° espermatozéides em novilhas. E mesmo quando
a quantidade do sémen sexado é aumentada para 3.5, 5 ou 10 x10° n4o ha melhora
significativa nas taxas de concepcdo quando comparadas a dose de 2.1x10°?®®. As
taxas de prenhez obtidas foram de 41,8%, 49,1% e 39,3% para os grupos 1, 2 e 3

respectivamente.

Em um experimento com sémen convencional e sexado para determinacao
do melhor momento para realizacdo da IA (inseminacéo artificial), Basurelli et al.
(2007) dividiramcerca de 400 vacas Nelore em dois grupos: 1) IATF (inseminacao
artificial em tempo fixo) 54hrs e 2) IATF 60hrs apds a retirada do implante de

progestageno, baseados nos estudos anteriores de Baruselli et al.?*

que
observaram que a ovulacdo ocorre de 70-72hrs ap0s a retirada do implante. A ideia
do grupo era de que a inseminacao realizada mais proxima ao horario de ovulacéo
aumentaria a taxa de concepcdo do sémen sexado. O estudo concluiu que a
inseminacao mais préxima ao momento previsto da ovulacdo gerou maiores taxas
de concepcao para ambos os tipos de sémen, onde para o sémen convencional com
54hrs ap0s a retirada do implante a taxa de concepcao foi de 48,4% e com 60hrs a
taxa foi de 55,1%; e para o sémen sexado com 54hrs apds a retirada do implante a
taxa de concepcdo foi de 37,4% e com 60hrs a taxa foi de 46,4%. Bodmer et. al.?
verificaram que as taxas de prenhez em vacas lactantes inseminadas 12hrs apos a
deteccdo do cio foram semelhantes nos grupos de sémen sexado e convencional,
sendo 27,6% para o sémen sexado e 28,1% para o convencional, reforcando a
importancia da correta e mais precisa determinacdo do cio para o momento da

inseminacao.

Ja em outro estudo com vacas leiteiras de alta producdo, Andersson et al.?®

observaram taxa de prenhez de 21% para o grupo inseminado com sémen sexado e
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de 46% para o grupo inseminado com sémen convencional, ambos apds a deteccao
do cio. Apesar do indice inferior na taxa de prenhez, o sémen sexado obteve
melhores nimeros no que se refere ao nascimento de bezerras, sendo 82% de
fémeas nascidas de sémen sexado contra 49% de fémeas nascidas de sémen

1.>" também obtiveram um maior nimero de fémeas

convencional. Healy et a
nascidas oriundas do sémen sexado em comparagdo com 0 sémen convencional,

sendo de 86% e 48%, respectivamente.

Em um estudo comparando a taxa de concepcdo do sémen convencional e

sexado do mesmo touro, Karakaya et al.?®

selecionaram 302 vacas em lactacao e as
sincronizaram com GnRH (hormonio liberador de gonadotrofina) e PGF.a
(prostaglandina) (Protocolo Ovsynch). Foram selecionadas apenas vacas que
apresentaram sinais de cio, como foliculos dominantes nos ovarios e secrecao
vaginal translicida. O grupo 1 recebeu sémen sexado e 0 grupo 2 sémen
convencional. Aos 31 dias, a taxa de concepc¢éo do grupo 1 foi de 31,8% e para o
grupo 2 de 40,9%. Aos 62 dias as taxas de concepg¢éao do grupo 1 foi de 25.7% e

para o grupo 2 de 39%.

No estudo de Kurykin et al.® as vacas primiparas apresentaram maiores taxas
de concepcao em relacdo a vacas multiparas, sendo aos 31 dias pos IA de 41.7%
para o sémen sexado e 53% para o convencional, contra 25% do sémen sexado e
31.8% com sémen convencional, respectivamente. Aos 62 dias as taxas foram de
33.3% do sémen sexado e 48.5% do sémen convencional para as vacas primiparas
e 20.5% do sémen sexado e 31.8% do sémen convencional para as vacas

multiparas.

De fato, a literatura concluiu que os indices de sucesso nas inseminacoes
com sémen sexado sdo sempre inferiores ao sémen convencional. Analisando tais
resultados apresentados pela literatura podemos supor que a dose reduzida de
sémen sexado e o local de deposicdo do material genético no trato reprodutor
feminino exercem influéncia sobre as taxas de concepcédo, porém aparentemente os
danos sofridos pela célula espermatica durante o processamento respondem de
maneira mais significativa pelas baixas taxas deprenhez do sémen submetido a
sexagem. Levando-se em consideracdo que a resisténcia do espermatozoide ao

processamento sofre influéncia direta da qualidade do touro que o produz, torna-se
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plausivel especular que naturalmente devem existir reprodutores com maior aptidao

para producédo de sémen voltado a sexagem.

2.1.3 Transferéncia de embrides

O uso do sémen sexado em conjunto com a producéo de embrides in vitro
(PIV) resulta em um meio potencialmente eficiente para obtencéo de progénie de
determinado sex0?’. A producdo de embries in vitro contribui cada vez mais para o
aumento da producdo de animais em um menor espaco de tempo, e ainda agrega
valor ao gado, promovendo melhorias zootécnicas expressivas®. A aplicabilidade do
sémen sexado ganhou espaco neste meio devido a possibilidade de se usar um
menor numero de espermatozoides para fecundar um maior nimero de ovdcitos de

uma sé vez, otimizando a tecnologia da sexagem™®.

O sémen sexado também apresenta resultados inferiores ao sémen
convencional na TE (transeréncia de embrides), principalmente devido ao fato de a
prépria técnica de aspiracdo e transferéncia ja resultar em taxas mais baixas de
fertilidade quando comparada a animais ndo submetidos a tais procedimentos™
.Palma et al.*! relataram que o sucesso da fertilizac&o in vitro pode ser afetado pelo
uso do sémen sexado. Por isso, a viabilidade do sémen é de extrema importancia

para determinar o sucesso dessa biotécnica®.

Seidel* relatou que para que o sémen sexado torne-se rentavel para a
producado de carne e leite, é preciso aliar seu uso com a transferéncia de embrides e
a programas de melhoramento genético. Entretanto, tais tecnologias afetam a
qualidade do sémen, além de as taxas da fertilizacdo com sémen sexado serem de
10 a 20% menores quando comparadas com a PIV com sémen convencional e a
A% Além disso, 0 sémen sexado exige uma menor janela de erro quanto ao
momento da ovulacdo, pois para ele o tempo é fator critico, tornando a FIV

(fertilizag&o in vitro) uma técnica mais assertiva quanto ao seu uso.

Segundo Moce et al.’® a vida Gtil do sémen sexado é inferior ao sémen
convencional, devido a aceleragcdo da capacitacdo e reacdao acrossomal dos

espermatozoides durante o processo de classificagcdo, congelamento e
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descongelamento espermatico. Tais processos diminuem a longevidade do material

genético™®. Basurelli et al.*

também verificaram, em um estudo com 400 vacas para
efeito do momento da IA, que o sémen sexado permite uma janela de erro muito
pequena quando comparado ao sémen convencional. Quando utilizadas as técnicas
de IA e IATF, é necesséaria uma sincronia ainda maior no momento da deposicéo do
sémen sexado apOs a observacgdo ou sincronizagdo do cio, dificultando ainda mais o

processo e as taxas de sucesso da concepcéo®®®.

Cebrian-Serrano et al.*® realizaram um estudo sobre o os efeitos do sémen
sexado no desenvolvimento e qualidade de embrides PIV.Observaram uma maior
taxa de clivagem em odcitos fertilizados com sémen convencional em comparacao

com sémen sexado (69.09 e 52.43 % respectivamente, P<0,05).

Quanto ao momento da formacdo de blastocisto, os autores® nao
encontraram diferencas significativas entre os grupos tratados com os dois tipos de
sémen, sendo de 10,53% para o sémen convencional e 5,56% para o sémen sexado
no dia 7, e dia 30,26% para o sémen convencional e 24,07% para o sémen sexado
no dia 8. Além disso, ndo houve diferencas para as taxas de formacdo de
blastocistos classificados como bons ou excelentes em fung¢do do tipo de sémen,

sendo 87.50% para o sémen convencional e de 85.71% para o sexado.

Larson et al.®*

verificaram que a capacidade do sémen sexado em promover
a formacao de embriGes é inferior (metade da eficiéncia) quando comparado ao uso

do sémen convencional em programas de TE.

Bermejo-Alvarez et al.*> também obtiveram resultados inferiores em seu
estudo com sémen sexado na FIV, sendo de baixa fertilidade e redugdo no
desenvolvimento embrionario, e foram atribuidos ao efeito deletério da classificacéo

seminal sobre a meia vida e capacitacdo das células espermaticas.

Em outro experimento utilizando sémen de touros holandeses, Palma et al.*
estudaram a eficiéncia do sémen sexado FIV em comparacdo com o sémen
convencional. Verificaram que o sémen sexado apresentou resultados inferiores ao
sémen convencional para a taxa de clivagem e desenvolvimento de blastocistos.
Além disso, mesmo quando utilizado a mesma quantidade de espermatozoides em

relacdo ao sémen convencional (10x10°), o sémen sexado resultou em menor
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namero de odcitos fertilizados. O estudo demonstrou também que a estrutura dos
blastocistos produzidos a partir de sémen sexado possuia alteragcbes no numero e
na estrutura das mitocondrias, invllucro nuclear e reticulo endoplasmatico rugoso.
Tais alteragcbes morfoldégicas podem justificaro desenvolvimento limitado dos

embrides oriundos de sémen sexado em sistema FIV.

Dessa forma, a revisao da literatura disponivel sinaliza claramente para
uma menor eficiéncia do sémen sexado em programa de producdo de embrides in
Vivo e in vitro, 0 que abre margem para especulacdo de um possivel efeito do touro

doador de sémen nos resultados de producédo embrionaria.

2.1.4 Efeito dos reprodutores sob a taxa de concepcéo

A grande variancia entre os indices reprodutivos do sémen sexado dos touros
doadores nos leva a crer que os fatores deletérios sofrido pelos espermatozoides
sdo diferentes entre cada individuo. A qualidade do ejaculado influencia diretamente
a velocidade da sexagem, que por sua vez interfere diretamente na pureza do
sémen®. A escolha de determinado doador pode definir o sucesso ou fracasso da
utilizacdo do sémen sexado®. A capacidade fertilizante do sémen é um dos
principais contribuintes para a concep¢éo®®. Gosalvez et al.®’ relataram que os
touros exibem resultados de fragmentacdo de seu DNA diferentes de outros
individuos ap0s terem seu sémen submetido a citomoetria de fluxo, resultando em
diferentes taxas de reproducdo entre os doadores. Diante disso, a avaliacdo
individual do ejaculado dos doadores e o conhecimento de seu potencial fecundante
pode ajudar a definir a escolha do reprodutor ideal e ainda pode significar uma

melhoria nos resultados.

Garner et al.” relataram que existem diferencas entre as racas bovinas quanto
as caracteristicas do cromossomo Y, e também diferencas entre a quantidade de
material genético entre os cromossomos X e Y entre as racas de bovinos, indicando
a possibilidade de haver resultados variaveis devido a influéncia do touro. Tanno®
observou em seu estudo que o material proveniente do gendtipo taurino apresentou
pior desempenho na sexagem quando comparado ao genotipo zebuino. Em

experimento analisando a qualidade espermatica em um programa de FIV, Palma et
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al.*! verificaram que apesar da técnica de sexagem reduzir a capacidade fertilizante
do espermatozoide, um dos touros apresentou alta taxa de formagé&o de blastocistos,
indicando uma menor acdo deletéria da técnica sobre o material genético

especificamente daquele individuo.

Além da analise androlégica e processo de criopreservacdo, o sémen sexado
também precisa passar pelo processo de separacdo cromossémica, o que significa
mais desafios em sua capacidade de manter sua qualidade fertilizante. Em um
experimento com touros girolando para andlise da influéncia da sexagem sob a

estrutura espermatica, Marques et al.®®

verificaram que o processo de selecdo
celular resultou em alteragdes na membrana plasmética e acrossomal de um dos
trés animais utilizados, evidenciando que a influéncia exercida pela técnica é
variavel entre os individuos. No mesmo trabalho ndo foram encontradas alteracdes
nas membranas mitocondriais das células dos individuos, e as caracteristicas
estruturais da célula de um dos trés touros pode ter sido afetada pela técnica. Suh et
al.*® relataram que a fertilidade do sémen sexado depende de sua susceptibilidade
ao processo de separacdo dos cromossomos, e Carvalho'® descreveu que os
espermatozoides ndo tem seu DNA prejudicado apds passarem pela citometria,
sugerindo que os danos celulares encontram-se restritos as caracteristicas

funcionais e morfolégicas do espermatozoide.

A variacdo na resposta e na resisténcia a sexagem de acordo com as
caracteristicas individuais dos espermatozoides de diferentes touros motiva a
realizacdo desse estudo que avalia o efeito do reprodutor doador de sémen nas
taxas de formacédo de blastocistos e de concepcédo apos a transferéncia de embrides

produzidos in vitro.
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3 Materiais e métodos

Os procedimentos de TE foram realizados durante os anos de 2013, 2014 e
2016 na propriedade leiteira privada Ribeirdo dos Lopes, localizada no municipio de
Rio Vermelho/MG, regiao sudeste, latitude 18°17°37”W, altitude 730m, area 973,1
Km2. Foram analisados os dados retrospectivos da taxa de concepcao de 7 touros
da raca Gir, cujas amostras de sémen sexado para fémea obtidas das centrais de
distribuicdo Semex e Alta Genetics foram utilizadas para a producédo in vitro de
embrides bovinos obtidos de 29 doadoras da raca Holandesa. As mesmas foram
selecionadas de acordo com seu pedigree, producdo leiteira e caracteristicas
zootécnicas de suas filhas. O material genético sexado criopreservado de cada
reprodutor foi descongelado em banho maria a 37°C durante 30 segundos, e
submetido a centrifugacdo em gradiente de Percoll. Foi utilizada uma concentracao
de 1x10° espermatozoides/dose para fecundacdo dos ovécitos. As receptoras foram
selecionadas a partir dos seguintes critérios: escore de condicdo corporal de 2,5 a 5,
tonicidade uterina de medianamente relaxado a tbnico, ovarios funcionais com
presenca de um foliculo dominante ou corpo lateo (CL) ciclico e sem indicativos de
problemas reprodutivos. As receptoras foram submetidas ao seguinte protocolo de
sincronizacdo: em um dia aleatorio denominado dia 0 (D0), no inicio da manha, os
animais receberam um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (P4)
(Sincrogest®, Ouro Fino, Sado Paulo, Brasil; 1,0g de progesterona) associado a 2,0
mL de Benzoato de Estradiol (Estrogin®, Biofarm, Jaboticabal, Brasil; 0,005 g)
intramuscular (IM). No dia 8 (D8), no inicio da manhd, o dispositivo de P4
(progesterona) foi retirado e foi administrado 2 mL de Cloprostenol Sodico
(Sincrocio®, Ouro Fino, Sao Paulo, Brasil; 0,25 mg/mL) IM (intramuscular); 0,3 mL
de Cipionato de Estradiol (ECP®, Pfizer, Sdo Paulo, Brasil; 2 mg/mL) IM e 1,5 mL de
Gonadotrofina Coriénica Equina (Folligon®, MSD Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil,
200 Ul/mL) IM. No dia 18 (D18) as receptoras foram submetidas ao exame
ginecolégico de palpacdo retal e aquelas que apresentaram CL (corpo Iuteo)
funcional receberam os embribes fecundados e que atingiram o estagio de

blastocisto através de um inovulador, ipsilateralmente ao CL funcional.

3.1 Andlise estatistica
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Foi realizada andlise estatistica descritiva incluindo o célculo das médias e
desvio padrédo para os parametros taxa de producdo de blastocistos e taxa de
concepcao apos a transferéncia dos embrides. Adicionalmente os touros foram
identificados com numeros de 1 a 7. As variaveis dependentes (taxa de producéo e
taxa de concepgao dos embrides) foram analisadas utilizando-se teste Qui-quadrado
através do software Graph Pad Prism Instat 5.0®., considerando diferencas

estatisticas quando P<0,05 e tendéncias quando 0,05<P<0,10.

3.2 Resultados

Os resultados obtidos demonstraram grande variacdo nas taxas de producao
de embriGes, que oscilaram entre 16,09% a 47,83%, com média de 31,97 + 8.57,
havendo uma tendéncia de influéncia do touro/sémen sexado na taxa de producao

de embrides (P=0.0659), de acordo com a Tabelal abaixo.

Tabela 1 — Resultados da produgédo de embrides, de acordo com o touro doador de sémen

sexado.
o . Taxa de
\° do touro N° de. ovoytos N° de em.brloes oroducdo
viaveis produzidos _ _
embrionéria
1 79 26 32,91
2 23 11 47,83
3 78 19 24,36
4 24 8 33,33
5 87 14 16,09
1 30 9 30,00
6 68 24 35,29
7 26 9 34,62
5 54 18 33,33
Total 469 138 29,42
Média geral 31,97

Desvio 8,57
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No entanto, efeito significativo do touro/sémen sexado foi observado para a
taxa de concepcao dos embrides transferidos (P=0.0230), de acordo com a Tabela
2.

Tabela 2 — Efeito do touro sobre a taxa de concepc¢éo dos embrides produzidos.

N° de embribes Diagndstico de Taxa de
N° do touro ) . .
produzidos gestacao concepcao

2 11 3 27,27

4 8 1 12,50

1 9 7 77,78

7 9 3 33,33

Total 138 52 37,68

Desvio 21,19
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Os resultados individuais evidenciando a grande amplitude entre touros no
que diz respeito aos parametros analisados sdo demonstrados nos graficos abaixo.

Gréafico 1 — Demonstrativo da proporcao de embrides produzidos por touro.
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Gréfico 2 — Demonstrativo da taxa de concepcéo total por touro.
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Gréafico 3 — Demonstrativo do diagndstico de gestacao resultante de cada touro.
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Gréfico 4 — Demonstrativo da taxa de producdo embrionaria por cada touro.
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3.3 Discussao

No presente trabalho foi encontrada grande variagdo na taxa de producéo de
embrides até o estagio de blastocisto em funcdo do touro produtor da dose de

sémen sexado.

Quanto a taxa de concepcao dos embrides produzidos in vitro, foi observado

efeito significativo do touro doador sobre os indices de fertilidade.

Tais resultados se assemelham aos reportados por Cebrian-Serrano et al.*®

gue descreveram que as diferencas de fertilidade encontradas em seu experimento
podem ser devidas a selecdo do touro doador, qualidade do sémen sexado e
variedades de odcitos. De acordo com Saacke® ha animais que possuem menor

capacidade fertilizadora do que outros.

Palma et. al.*!

observaram que embrides fertilizados in vitro com sémen
sexado apresentaram taxa de clivagem, desenvolvimento de blastocistos e
motilidade progressiva inferiores aos mesmos parametros dos embrides fertilizados

com sémen convencional.

A influéncia individual do reprodutor sobre a taxa de concepcdo do sémen
sexado também foi relatada por Gosélvez et al.*’ que observaram que individuos
diferentes podem apresentar sensibilidade diferenciada quando submetidos ao
processo de citometria de fluxo, pois alguns touros exibiram resultados de
fragmentacdo de seu DNA diferentes de outros individuos ap0s o processo de

sexagem, resultando em diferentes taxas de concepcéo entre os doadores.

Marques et al.*® verificaram em seu experimento que o processo de selecéo
espermatica resultou em alteracdes na membrana plasmética e acrossomal de um
dos trés animais utilizados em seu estudo, comprovando que a sensibilidade e
vulnerabilidade da célula espermatica a sexagem € variavel entre os diferentes

individuos.

Semelhantemente, Palma et al.®!

verificaram em um programa de FIV que um
dos touros apresentou alta taxa de formacdo de blastocistos mesmo apods a
sexagem, indicando uma menor acéo deletéria da técnica sobre o material genético

deste individuo.
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Para Aradjo et al.® a grande variancia entre os indices reprodutivos do sémen
sexado dos touros doadores leva a crer que os fatores deletérios sofrido pelos
espermatozoides sao diferentes entre cada individuo.

A capacidade fertilizante do sémen é um dos principais contribuintes para a
concepcdon®®. Suh et al.* relatam que a fertilidade do sémen sexado depende de
sua susceptibilidade ao processo de separacdo dos cromossomos, que pode sofrer
grande variacdo de acordo com o touro doador do sémen submetido a selecao
sexual.

Os resultados variados entre as taxas de concepc¢do do sémen sexado podem
estar relacionados a fatores como diferencas nas variedades de odécitos, selecdo do
touro doador e qualidade do sémen sexado®*; menor tempo de viabilidade do
material sexado, associado com diferentes padrdes de motilidade espermatica*’;
maior peroxidacdo lipidica nos espermatozoides com membrana integra e presenca
de proteinas fosforiladas na superficie da membrana plasmatica®®, que apesar de
promoverem a capacitacdo do material sexado, ndo resultaram em maior quantidade
de células classificadas como capacitadas®®; alteracdes no acrossoma®; sobrevida
menor ap6s a criopreservacdo®; aumento de danos nas membranas® e
susceptibilidade individual do sémen sexado ao processo de separacdo dos
cromossomos>’.

Fatores como a concentracdo utilizada (2.1x10°) também foram associados
ao menor indice de fertilidade do sémen sexado®, apesar de alguns trabalhos
mostrarem que o uso similar das doses de sexado e convencional resultaram em
taxas de concepcdo similares®® e, mesmo utilizando a mesma dose do sémen
convencional obtiveram menor nimero de ovécitos fertilizados®!.

A real causa da diminuicdo da fertilidade do sémen sexado ainda ndo esta
totalmente esclarecida, porém, Rath e Johnson*® relatam que a qualidade do sémen
sexado é afetada devido ao estresse inerente ao processo de triagem, porém, 0s
resultados a este respeito ainda n&o sdo conclusivos®.

Para Arruda et al.** o grande desafio é identificar entre as diversas variaveis
obtidas através das analises aquelas que tem uma maior influencia sobre o potencial

de fertilidade do material espermatico.
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4 CONCLUSAO

A selecéo de reprodutores com base ndo apenas no potencial de producao de
espermatozoides, como também pela susceptibilidade das células espermaticas a
citometria de fluxo, se torna imperativo para a plena implementacdo do sémen
sexado junto as demais biotécnicas empregadas para a multiplicacdo de gado de
corte e leite, jA que a taxa de formacdo de blastocistos e fertilidade dos embrides
produzidos in vitro sofre influencia individual dos touros cujas células espermaticas

sdo submetidas ao processo de sexagem.
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