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Resumo

BEZERRA, A.O. Uso da PIVE com sémen sexado para producéo de bezerros de
corte superiores. 2016. 76p. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2016.

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a producdo de embribes PIV com utilizac&o
de sémen sexado e comparar as taxas de prenhez desses embrides transferidos
frescos ou apos vitrificacdo (Experimento 1). Avaliou-se também a viabilidade
econdmica da TETF em relacdo a IATF (Experimento 2), para producdo de bezerros
de corte cruzados de qualidade superior. No experimento 1, foram utilizadas
receptoras Nelore, pluriparas, inovuladas em tempo fixo (TETF) com embrides PIV
frescos ou vitrificados, obtidos de odcitos de doadoras Nelore provenientes de
abatedouro (ABATE, n=66 embrides) ou OPU (VIVO, n=299 embrides) e fertilizados
in vitro com sémen sexado para macho. O diagnostico de gestacao foi realizado 60
dias apds inovulacédo e os dados foram analisados pelo PROC GLIMMIX do SAS
(P<0,05). As taxas de clivagem foram de 63,96 %+35,52 e 39,18%+12,17 para 0s
grupos VIVO e ABATE, respectivamente, diferindo entre si (P=0,021). As taxas de
blastocisto foram de 30,49%z+32,34 e 14,73%+11,09 para os grupos VIVO e ABATE,
respectivamente, e ndo foram diferentes (P=0,0892). Nao houve diferenca na taxa
de prenhez (P=0,72) para os embribes FRESCOS (34,27%) ou VITRIFICADOS
(30,38%), assim como para a origem dos odcitos (VIVO=35,12%; ABATE=25,76%;
P=0,17). Ja no experimento 2, foram aplicadas duas biotécnicas, PIV/ITETF e IATF,
em fazendas comerciais, e avaliando a sua relacdo beneficio-custo. Para a PIV dos
embrides, os oocitos foram coletados de doadoras Nelore atravées de OPU e
fertilizados in vitro com sémen sexado para macho. Ja para o grupo IATF, utilizou-se
sémen convencional dos mesmos touros usados no grupo PIV/TETF. O diagnéstico
de gestacado foi realizado 60 dias apOs inovulacdo ou inseminacdo, e 0s custos
foram estimados utilizando planilha CEPEA (Centro de Estudos Avancados em
Economia Aplicada—Esalg/USP) e os dados analisados pelo PROC GLIMMIX do
SAS (P<0,05). Para PIV foram recuperados por OPU 16,67+12,11 odcitos, com taxa
de clivagem e de blastocisto de 63,96%+35,52 e 30,49%+32,34, respectivamente. A
taxa de prenhez foi 35,42% e 47,70% para TETF e IATF, respectivamente, com
maior propor¢cdo de machos na PIV/TETF. Conclui-se que a utilizagdo de sémen
sexado associado a vitrificacdo é viavel para otimizar a tecnologia de PIV. Em
comparacdo a IATF, o sistema PIVITETF apresentou maior custo (R$ 615,89 vs.
557,81), porém maior lucratividade.

Palavras-chave: Embrido produzido in vitro, lucratividade, reproducdo assistida,
vitrificacao.
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Abstract

BEZERRA, A.O. Use of PIVE with sexed semen for production of beef calves
superior. 2016. 76p. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2016.

The objective of this study was to evaluate the production of IVP embryos and
comparing the pregnancy rates of these embryos transferred fresh or after vitrification
(Experiment 1). The economic viability of FTET was also evaluated in relation to TAI
(Experiment 2). In the experiment 1, Nelore, pluriparous, inovulated at fixed time
(FTET) with fresh or vitrified IVP embryos, from Nellore donor oocytes from
slaughterhouse (SLAUGHTER, n = 66 embryos) or OPU (LIFE, n = 299 Embryos)
and fertilized in vitro with male sexed semen. The diagnosis of gestation was
performed 60 days after inovulated and the data were analyzed by PROC GLIMMIX
of SAS (P <0.05). The cleavage rates were 63.96% + 35.52 and 39.18 + 12.17 for the
LIFE and SLAUGHTER groups, respectively, and were different (P = 0.021). The
blastocyst rates were 30.49 % + 32.34 and 14.73% + 11.09 for the LIFE and
SLAUGHTER groups, respectively, and were not different (P = 0.0892). There was
no difference in the pregnancy rate (P = 0.72) for the FRESH (34.27%) or VITRIFIED
(30.38%) embryos, as well as for the oocyte origin (LIFE = 35.12%; SLAUGHTER =
25.76%, P = 0.17). In experiment 2, two biotechniques, IVP / FTET and TAIl, were
applied to commercial farms, estimating their cost-benefit. For the IVP of the
embryos, the oocytes were collected from Nellore cows (OPU) and fertilized in vitro
with male sexed semen. For the IATF group, conventional semen from the same
bulls used in the IVP / FTET group was used. The diagnosis of gestation was
performed 60 days after inovulation or insemination, and the costs were estimated
using CEPEA (Center for Advanced Studies in Applied Economics-Esalq / USP) and
the data analyzed by PROC GLIMMIX of SAS (P <0.05). For IVP, 16.67 + 12.11
oocytes were recovered by OPU, with a cleavage rate and blastocyst rate of 63.96%
+ 35.52 and 30.49% + 32.34, respectively. The pregnancy rate was 35.42% and
47.70% for FTET and TAl, respectively, with a higher proportion of males in the IVP /
FTET. It is concluded that the use of sexed semen associated with vitrification is
viable to optimize IVP technology. In comparison to TAI, the IVP / FTET system
presented higher costs (R $ 615.89 vs. 557.81), but higher profitability.

Keywords: Embryo produced in vitro, profitability, assisted reproduction, vitrification.
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1. INTRODUCAO

As tecnologias de reproducao assistida (TRA’s) para bovinocultura de
corte tém como objetivo melhorar a eficiéncia reprodutiva e produtiva do
rebanho (TORRES-JUNIOR et al., 2009), eficiéncia esta demonstrada em
estudos, com vantagens obtidas, por exemplo, com a implantacdo da
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em relagcdo a monta natural. A
implantacdo das TRA’s permite aumentar a qualidade e quantidade de
bezerros genética e fenotipicamente superiores (TORRES-JUNIOR et al.,
2009).

Outro exemplo de TRA’s é a producéo in vitro de embrides (PIVE),
que apresentou significativo avanco entre as décadas de 1980 e 1990 (LIMA
et al.,, 2014). Mas somente a partir do ano 2000 a PIVE de embrides foi
introduzida no Brasil em escala comercial, apresentando rapida expansao.
Inicialmente supriu um mercado restrito de melhoramento genético para
rebanhos de elite, principalmente de corte (VIANA, 2015), e logo a industria
de embribes encontrou no Brasil condi¢cdes propicias para sua expansao,
tornando o Brasil o maior produtor de embriées produzidos in vitro (P1V) do
mundo em apenas cinco anos (LIMA et al.,, 2014), o que tem sido
relacionado a varios fatores, dentre eles: o elevado potencial das racas
zebuinas (Bos indicus) como doadoras de o00citos, consideravelmente
superiores as racas européias (Bos taurus) (PONTES et al.,, 2011); os
protocolos de tratamento e de superovulacdo hormonais nao sao
necessarios, reduzindo a méo de obra e o intervalo entre geracdes;
utilizacdo de fémeas pré-puberes, no terco final de gestagdo ou aquelas que
nao respondem a protocolos de superovulacdo; e a grande disponibilidade
de fémeas receptoras (VIANA et al., 2012; RODRIGUES, 2014).

A partir de 2006 houve uma estabilizacdo da producao total de
embrides. Apesar de haver um crescimento do uso da técnica em rebanhos
de racas leiteiras, houve uma diminuicdo na utilizacdo nas racas de corte,
que até entdo representavam 90% do total de embribes PIV produzidos
(VIANA, 2015). Com essa nova perspectiva de mercado para PIVE, houve

uma mudanca de foco, que inicialmente supria a demanda de animais puros
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e de alto valor, para produzir cruzamentos para o setor produtivo com menor
valor agregado. Essa mudanca gerada foi impulsionada pela disponibilidade
de sémen sexado e uso de cruzamentos para formacdo de rebanhos
melhorados e adaptados (RODRIGUES, 2014; VIANA, 2015).

O uso de uma biotecnologia depende principalmente de fatores
econOdmicos e de mercado, assim, a probabilidade de um empreendimento
ser rentavel passa a depender da criacdo de diferenciais, como maior
eficiéncia do processo, novos modelos de negdécios, inovacéo tecnoldgica,
ou abertura de novos mercados (LIMA et al.,, 2014; VIANA, 2015). Nesse
contexto, além da eficiéncia produtiva, a relacdo beneficio-custo ainda pode
ser um entrave na difusdo da PIVE. O uso mais eficiente e otimizado das
receptoras pode representar o ponto chave para reduzir o custo total do
processo, atraves da sincronizacdo para inovulacdo em tempo fixo (TETF —
transferéncia de embrido em tempo fixo) e criopreservacdo dos embrides
excedentes (BELTRAME et al., 2007; 2010). Uma estatistica que merece ser
observada € a diferenca entre os embrides produzidos e os efetivamente
transferidos, que em 2013 foi préximo de 23% (PERRY, 2014), ou seja, essa
diferenga indica um alto indice de descarte de embrides viaveis (VIANA,
2015). Além disso, uma proporcao ideal entre doadora/receptora pode
determinar a eficiéncia econdmica do processo (BELTRAME et al., 2010).
Segundo Beltrame et al. (2007), a criopreservacdo do embrido também é
importante para reduzir o custo e o risco em programas de transferéncia de
embrides, ja que a grande variabilidade na producéo, dificulta na deciséo a
cerca do numero de receptoras destinadas a sincronizagdo. Com intuito de
otimizar a utilizacdo das receptoras, existe grande impulso para desenvolver
e padronizar um método eficiente de criopreservacédo de embribes B. indicus
(PONTES et al., 2009).

Apesar disso, até o ano de 2013 ndo houve avanco significativo no
percentual de embrides criopreservados no Brasil (3 a 7%) (BLONDIN, 2015;
VIANA, 2015), podendo ser reflexo dos resultados ainda inconsistentes das
pesquisas relacionadas a criopreservacao, permanecendo um desafio a ser
superado (SUDANO et al., 2013).

15
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A eficiéncia da PIVE ird depender do custo para produzir um bezerro
vivo, e segundo Pontes et al. (2009) o custo de cada embrido produzido pela
OPU/PIVE foi aproximadamente 1,5 vezes maior comparado ao método de
superovulacdo, excluindo o custo do sémen. Entretanto, alguns aspectos
devem ser considerados, pois os embrides PIV tém sido preferencialmente
produzidos utilizando sémen de maior valor, pois nessa situacdo uma unica
dose pode ser usada para fertilizar todos os od6citos coletados a partir de
mais de 10 vacas. Além disso, o método OPU/PIVE né&o requer qualquer
tratamento hormonal ou estimulagdo folicular para as doadoras. E,
finalmente, o método OPU/PIVE pode resultar em mais gestacfes por um
periodo de tempo, devido ao menor intervalo entre as coletas (PONTES et
al., 2009; BELTRAME et al., 2010).

Wilson et al. (2005) observaram taxas de concepgdo menores para
embrides PIV com sémen sexado em comparagao ao grupo inseminado com
sémen nao sexado, poréem a PIVE com sémen sexado parece promissora
(WILSON et al., 2006), pelo aumento do nimero de animais nascidos do
sexo de interesse (RUMPF, 2007). Entretanto, vale a pena ressaltar que um
manejo adequado na propriedade € fundamental para garantir bons indices
reprodutivos, tendo em vista os efeitos do meio ambiente e da nutrigdo sobre
a produtividade (TORRES-JUNIOR et al., 2009).

Melhorias nos sistemas de PIVE (HERRICK et al, 2016) e
criopreservacdo (ALMINANA e CUELLO, 2015) permitiram a expans&o
dessa tecnologia, para rapida multiplicacdo de animais de genética superior
(NOGUEIRA et al., 2013).

2. OBJETIVOS

o Comparar as taxas de prenhez com uso de embribes PIV
provenientes de odcitos aspirados in vivo (OPU) ou de ovarios de
abatedouro, fertilizados com sémen sexado;

o Comparar as taxas de prenhez de embrides PIV transferidos

frescos ou apos vitrificacao;

16
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o Comparar a viabilidade econdmica do uso da PIV de embrifes
para transferéncia em tempo fixo (TETF) com inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producgao de embrides in vitro

A PIVE passa pelas etapas de coleta, maturacdo (MIV) e fecundacao
(FIV) in vitro do odcito, e cultivo (CIV) in vitro do zigoto/ embrido
(GONCALVES et al., 2008; LIMA et al., 2014).

A MIV do odcito é fator chave na obtencdo de um embrido de
qualidade, afetando a FIV e todo o desenvolvimento subsequente do
embrido (CAVUSOGLU et al., 2015). Para o desenvolvimento de sistemas
de cultivo que propiciem aumento na producdo de embrides de boa
qualidade €é necessario compreender 0s mecanismos envolvidos na
maturacdo dos odcitos (GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Esse processo
envolve complexas alteracfes nucleares, citoplasmaticas e moleculares, o
que tem dificultado a obtencdo de melhores indices de producédo de
embrides (cerca de 30 — 40% dos odcitos se tornam blastocisto) (VARAGO
et al., 2008; GOTTARDI e MINGOTI, 2009).

Para a MIV dois tipos de meios podem ser utilizados: meios contendo
sais fisiologicos basicos com sistemas tampéo de bicarbonato, ou meios
complexos definidos com adicdo de aminoacidos, purina e vitaminas. Sendo
que o meio de maturagdo complexo mais utilizado é o meio de cultivo
tecidual 199 (TCM-199) (GOTTARDI e MINGOTI, 2009; CAVUSOGLU et al.,
2015). A suplementagdo com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica
bovina (BSA) no meio de maturacdo séo as fontes proteicas mais utilizadas
e podem melhorar o processo de MIV do odcito, porém também podem
apresentar efeitos negativos sobre o desenvolvimento embrionario inicial

pela diminuicdo da taxa de clivagem e da criotolerancia do embrido, devido
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ao acumulo excessivo de gotas lipidicas no citoplasma (ACCORSI et al.,
2015). Além disso, os meios contendo SFB ou BSA podem ser veiculo de
agentes infecciosos e toxicos para o embrido (GOTTARDI e MINGOTI,
2009).

Ainda outros fatores podem influenciar na viabilidade do odcito para
PIV, como por exemplo, observado por Satrapa et al. (2011), um efeito
deletério no desenvolvimento embrionério dependente do tempo que o
odcito permanece no foliculo ovariano ap6s a morte do animal, no caso da
aguisicdo de ovarios de abatedouro, e a temperatura que 0 ovario €
armazenado até o momento da aspiracdo. Maior producdo de blastocisto
pode ser obtida com intervalo de quatro horas apés a morte do animal
(BLODIN et al., 1997; SARTRAPA et al., 2011). O status fisiol6gico da
doadora, fase do ciclo estral, presenca de corpo Iuteo, estagio de
desenvolvimento do foliculo, sédo outros exemplos das variaveis que podem
interferir no desenvolvimento da maturacdo oocitaria (GOTTARDI e
MINGOTI, 2009), fato que reforca a complexidade dos eventos e processos

gue antecedem o desenvolvimento embrionario.

A maturacdo do odcito pode ser confirmada morfologicamente se
houver expanséo das células do cumulus e se no espaco perivitelino contiver
um corpusculo polar (CAVUSOGLU et al., 2015).

Uma vez concluida a MIV o odcito deve ser fecundado por um
espermatozoide capacitado para que ocorra a sua ativacdo e inicio do
desenvolvimento embrionario, processo conhecido como fertilizacdo in vitro
(FIV) (VARAGO et al., 2008; PARRISH, 2014). A capacitacdo espermatica
envolve a remocdao de fatores decapacitantes e modificag6es bioquimicas na
membrana do espermatozoide, possibilitando a reacdo acrossomal apos a
ligagdo do espermatozoide com glicoproteinas da zona pellGcida
(GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008). O meio para FIV mais
utilizado é o Tyrode-albuminalactato-piruvato (TALP) que possui em sua
composicdo fatores capazes de promover a capacitacdo e hiperativacao
espermatica, se destacando dentre eles a heparina, um glicosaminoglicano
(GONCALVES et al.,, 2007; VARAGO et al., 2008). Como na maioria das
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vezes é utilizado sémen congelado, € necessério realizar a selecdo dos
espermatozoides méveis e remocado de diluidores e plasma seminal, sendo
realizada essa separacdo na maioria das vezes pela técnica do gradiente de
percoll, um composto de silica coloidal coberto com polivinilpirrolidona,
preparado em diferentes concentracdes formando um gradiente descontinuo
(VARAGO et al.,, 2008). ApOs essa separagdo 0S espermatozoides s&o
diluidos no meio de FIV até atingir concentracdo final de 1 a 5 x 10°
espermatozoides/ml (GONCALVES et al., 2007), de acordo com a motilidade
e populacdo viva apés selecdo em gradiente de percoll (VARAGO et al.,
2008).

Apo6s a fecundagdo, inicia-se o desenvolvimento embrionério, fase
critica no processo de cultivo in vitro (CIV). Para o desenvolvimento inicial do
embrido é necessario uma reserva de material genético e de proteinas de
origem materna, obtidas durante a maturacdo citoplasméatica. Em embrides
bovinos a ativacdo do genoma embrionario, processo conhecido como
transicAo materno-zigGtica, ocorre no estadio de 8 a 16 células, processo
gque sem as condicdbes de cultivo apropriadas leva ao bloqueio do
desenvolvimento embrionario (GONCALVES et al., 2007). O principal meio
utilizado é denominado Synthetic Oviductal Fluid (SOF), ao qual pode-se
adicionar fatores de crescimento e macromoléculas para melhorar o
desenvolvimento embrionario (VARAGO et al., 2008).

Apesar de todos os avanc¢os obtidos nos ultimos 30 anos, as taxas de
gestacdo ainda sdo muito varidveis, sendo um dos motivos a baixa
qualidade do embrido (GARCIA et al., 2005; GONCALVES et al., 2008).
Apo6s a MIV espera-se que aproximadamente 90% dos oocitos submetidos a
maturagcdo cheguem a metafase Il. Destes, 80% sao fecundados e iniciam a
clivagem, pelo menos até o estadio de duas a quatro células. Porém, apenas
25 a 40% destes embrides alcancam o estadio de blastocisto ou blastocisto
expandido, demonstrando a caréncia, principalmente no CIV, de
conhecimento para obtencdo de melhores resultados (LONERGAN et al.,
2001).
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E importante considerar em relagédo ao método de PIVE, além da taxa
de prenhez, o desenvolvimento fetal e o desenvolvimento pds-natal
(PONTES et al., 2009), e indicadores como a taxa de nascimento podem
nortear melhor a eficiéncia do processo (BALDASSARRE, 2012). Uma
grande dificuldade é que, na maioria dos estudos, o resultado € avaliado,
principalmente, pelas taxas de eclosdo. Embora validos e importantes, ndo
se sabe o quanto esses parametros sao eficientes para indicar a real
capacidade do embrido em iniciar uma prenhez apos a transferéncia. O teste
ideal para a qualidade embrionaria é o estabelecimento de gestacdo apdés a
transferéncia para receptoras, resultando no nascimento de crias saudaveis
(DODE et al., 2013).

Perdas embrionarias, que no primeiro trimestre de gestacdo podem
chegar a 10 - 12%, e o nascimento de conceptos relativamente grandes,
também podem trazer risco a rentabilidade da técnica (GALLI et al., 2001,
SCANAVEZ et al., 2013). Embrifes tardios, ou seja, que chegam ao estagio
de blastocisto apenas apds oito dias de cultivo in vitro apresentam maior
taxa de perda embrionaria (SCANAVEZ et al., 2013). Fatores como
anormalidades cromossomicas, efeito da doadora, idade e qualidade dos
embrides inovulados, sincronia doadora-receptora, estado nutricional e
concentracdo sérica de progesterona na receptora, bem como estresse

calorico, podem influenciar a sobrevivencia embrionaria (HANSEN, 2002).

3.2. Criopreservacéao de embrides PIV

O uso em larga escala de embrides PIV &, muitas vezes, limitado pela
distancia entre o laboratorio de produgcdo de embrides ou central de
doadoras e as propriedades com as receptoras (MARINHO et al., 2012).
Desse modo, a criopreservacdo pode tornar a técnica mais acessivel e
disponivel para uso comercial, otimizando o uso das receptoras e permitindo
o transporte por longas distancias (HASLER, 2003; HWANG e HOCHlI, 2014;
RODRIGUES, 2014), abrindo novas oportunidades para o mercado de

embribes e para o comércio internacional de material genético, respeitando
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0s padroes de biosseguranca (BLONDIN, 2015; VIANA, 2015). A
criopreservacdo de germoplasma (odcitos e embrides), apresenta inUmeras
vantagens, como criagdo de bancos genéticos com finalidade de
preservacdo de material genético para espécies em vias de extincao,
maximiza¢do do uso dos gametas femininos e dos embrides, racionalizacéo
do uso de receptoras e da sua sincronizagédo, aplicacdo da tecnologia em
fazendas distantes dos laboratérios de PIV de embrides, permitindo entéo,
maior difusdo e expansédo da técnica (SARAGUSTY e ARAYV, 2011).

A crescente utilizagdo da tecnologia de transferéncia de embrido tem
estimulado o desenvovimento de pesquisas focadas na criopreservagao.
Porém, grande variabilidade nos dados tem sido observada apenas com
pequenas alteracdes na técnica de criopreservacdo (PRADO, 2011), nos
componentes das solugdes (KAIDI et al., 2000; BRUYERE et al., 2012) ou
do estadio de desenvolvimento embrionario (MENEZO et al., 2004,
CAMPOS-CHILLON et al., 2009; MEN et al., 2015).

Em temperaturas muito abaixo de zero, h&d completa parada da
atividade biolégica, permitindo preservacdo do estado funcional e viabilidade
celular por longo periodo. Porém, no processo de criopreservacdo danos
fisicos a célula podem prejudicar ou impedir seu desenvolvimento pos-
descongelamento. A formac&o de cristais de gelo intracelular é uma das
principais causas de danos as células, podendo ser minimizado por
alteracdes na curva de resfriamento e composi¢cdo da solucao crioprotetora
(DALCIN e LUCCI, 2010). Embrides criopreservados podem apresentar
alteraces em nivel molecular, na transcricdo de diferentes genes (ARAUJO
et al., 2005; STINSHOFF et al.,, 2011). Fair et al. (2001) observaram
mudancas ultraestruturais apos a criopreservacdo de embrides bovinos PIV,
tais como debris no espaco subzonal, edema do reticulo endoplasméatico
rugoso e mitocondrias, e diminuicdo das cristas mitocondriais,
adelgacamento da zona pelucida (ZP) quando comparado com embrides in
vivo, degeneracdo nuclear e corpos apoptéticos. Os danos causados pela
criopreservacdo também podem estar associados a toxicidade dos
crioprotetores, choque térmico e estresse osmatico, podendo causar a morte
celular (FAHY et al., 2004).
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3.2.1. Métodos de criopreservacao

Apesar dos avancgos obtidos nas ultimas décadas em relagdo aos
métodos de criopreservacao, embrides PIV apresentam baixa criotolerancia
quando comparados aos produzidos in vivo, tornando a técnica muitas vezes

inviavel pelos baixos indices de nascimento (SUDANO et al., 2012).

Os fatores que influenciam a formac&o de cristais na solucdo sao:
velocidade de resfriamento, volume e concentragdo da solugéo crioprotetora
(ARAV, 2014). Dessa forma, € necessario o desenvolvimento de métodos
alternativos, com enfoque nas curvas de resfriamento/ aquecimento e nas
substancias crioprotetoras (VAJTA e KUWAYAMA, 2006; SANTIN et al.,
2009).

Em relacdo a velocidade de resfriamento, atualmente existem dois
métodos de criopreservacao de gametas: método de congelamento lento e
vitrificagdo (DODE et al., 2013; ARAYV, 2014). Apesar de ambas as técnicas
serem usadas para criopreservacdo, apresentam diferencas conceituais
importantes (SUDANO et al.,, 2013). No método de congelamento lento,
também denominado como método classico ou “congelagao por equilibrio”
(DODE et al., 2013), o embrido € colocado em uma solucdo hipertonica
contendo 1 — 1,5 mol/L de crioprotetores (CP) permeaveis de baixo peso
molecular (ALMINANA e CUELLO, 2015). A curva de resfriamento é lenta
(0,2- 2,0°C / min), sendo necessario equipamentos programaveis de alto
custo, até atingir temperatura de -30 a -70 ° C, quando entdo € colocado
diretamento em nitrogénio liquido (-196°C) (ALMINANA e CUELLO, 2015). A
presenca do crioprotetor provoca aumento da pressdo osmética do meio,
sendo necessario adaptacdo gradual do embrido, que € colocado por 5
minutos em solucdes de criopreservacdo com concentracdes crescentes de
crioprotetor (0,5M, 1M e 1,5M), ocorrendo saida gradual da agua do meio
intracelular para o extracelular, permitindo uma parcial desidratacdo do

embrido, reduzindo a formacdo de cristais durante a criopreservacao
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(ALMINANA e CUELLO, 2015). Este procedimento permite os embrides
atingirem o equilibro osmaético com a solucéo crioprotetora, ou seja, alcancar
a mesma concentracdo de CP dentro e fora da célula (YOUNGS et al.,
2011). Porém, nesse meétodo, ainda ocorre a formacédo cristais de gelo no
meio intra e extracelular (SARAGUSTY e ARAV, 2011).

Para o procedimento de congelamento lento, apesar de bem
estabelecido e apresentar bons resultados para embrides bovinos
produzidos in vivo (HASLER, 2003), os embrides PIV apresentam maior
sensibilidade, sendo o método de congelamento lento pouco eficiente
(ALMINANA e CUELLO, 2015). A alternativa para isso é o método de
vitrificagdo, que é possivel utilizando altas taxas de resfriamento e alta
concentracéo de crioprotetores (FAHY et al., 1984).

A vitrificacdo € um método de criopreservacao ultra-rapido, em que o
meio sofre uma passagem direta do estado liquido para o estado vitreo e
amorfo, sem a formacao de cristais de gelo. Isso é possivel pelo uso de
solugbes crioprotetoras de alta viscosidade e alta velocidade de
congelamento, sendo frequentemente empregado pela facilidade de uso e
baixo custo, sem a necessidade de equipamentos sofisticados, podendo ser
amplamente utilizado em condi¢cdes de campo (CARVALHO et al., 2011).

De acordo com Arav (2014) é mais provavel alcancar a vitrificacéo,
impedindo assim a cristalizacdo do meio, com um menor volume ao invés de
aumentar a taxa de resfriamento. Pequenos volumes permitem melhor
transferéncia de calor, facilitando uma maior taxa de resfriamento. A
velocidade de resfriamento depende da massa térmica da amostra e da
superficie de &rea, e para alcancar um resfriamento mais rapido deve-se
utilizar materiais com menor massa e maxima relagdo superficie:volume
(ARAV, 2014). Atualmente a vitrificacdo tem produzido resultados
satisfatorios por meio das metodologias que usam um volume minimo (YU et
al., 2010; ARAV, 2014).

Os sistemas de vitrificagdo podem ser classificados em fechado ou
aberto (SARAGUSTY e ARAV, 2014), sendo que no sistema fechado, devido
a movimentacdo de bolhas de ar e mudancas de temperaturas, alteracdes

significativas ocorrem na pressao, aumentando a ocorréncia de fraturas de

23



580
581
582
583
584
585

586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610

zona pelucida (VARAGO et al., 2006). Ja com a utilizacdo de um método
aberto, por exemplo, 0 OPS (Open Pulled Straw), mudancas de pressao néo
ocorrem em torno da solucdo, diminuindo a ocorréncia de fraturas na zona
pelucida (VARAGO et al., 2006). Utilizando sistema fechado, Cavusoglu et
al. (2015) observaram maior ocorréncia de lesdo na zona pelldcida na

utilizagédo de congelamento lento, comparado a vitrificagao.

Ainda, Cavusoglu et al. (2015) observaram uma diminuicdo na
espessura da zona pelicida nos embrides criopreservados pelo método de
vitrificagdo, quando comparados ao congelamento lento, podendo ser
resultado da desidratacdo no processo de criopreservacdo ou das baixas
temperaturas do congelamento.

A vitrificacdo € o melhor método para criopreservacao de embrides
sensiveis (VARAGO et al., 2006), como é o caso de embrides de suinos, 0s
produzidos in vitro ou em estadio inicial de desenvolvimento (ALMINANA e
CUELLO, 2015).

3.3. Uso de sémen sexado na fertilizacao in vitro (FIV)

Ao avaliar o impacto econémico da aplicacdo da tecnologia de PIV de
embrides deve-se considerar a proporgao entre sexos e a taxa de producéo
de embrides, prenhez e nascimento, o que pode viabilizar ou ndo a
implantacdo dessa tecnologia (MIKKOLA el al.,, 2015). O aumento na
proporcdo do sexo de interesse pode ser realizado com 0 uso de sémen
sexado na FIV (SEIDEL JUNIOR, 2014). A sexagem espermatica € a
separacédo da populacdo de espermatozdides que contem cromossomo X ou
Y, permitindo produzir um embrido com sexo pré-determinado (MORTON et
al., 2007). Tem sido relatada uma grande variabilidade entre touros em
programas de PIV (XU et al, 2006), e essa variacdo parece ser maior com o
uso de sémen sexado, afetando as taxas de desenvolvimento embrionario
(PALMA et al., 2008). Porém, apenas um namero limitado de touros tem sido
utilizado para estudos de fertilizacdo (MIKKOLA el al., 2015).
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A citometria de fluxo tem sido o principal método de sexagem,
podendo atingir cerca de 90% de acurécia (TUBMAN et al., 2004; FRIJTERS
et al., 2009), entretanto, comparado ao sémen convencional, o sémen
sexado apresenta baixa fertilidade quando usado na IA ou superovulacéo e
TE (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008). A citometria de fluxo permite realizar
a sexagem dos espermatozéides e, assim, controlar o sexo da prole,
aumentando a produtividade, uma vez que é possivel alcancar uma maior
taxa de nascimentos de animias do sexo desejado. A utilizacdo do sémen
sexado em programas de superovulacdo ou de PIV de embribes permite
aumentar a multiplicagdo de animais considerados geneticamente
superiores, potencializando os resultados de um programa de melhoramento
genético (MIKKOLA et al., 2015).

Para melhor utilizar o sémen sexado deve-se conhecer o que mais
afeta a sua capacidade de fertilizacdo, se € a baixa dose inseminante, o
processo de sexagem ou variacdo entre touros (FRIJTERS et al., 2009).
Segundo Frijters et al. (2009) os testes preliminares de campo, com sémen
convencional, ndo predizem com acuracia a fertilidade do touro apés a
sexagem. Segundo os autores, monitorar os resultados do sémen sexado e
manter os touros com maior fertilidade para sexagem é a melhor maneira de

aumentar a fertilidade geral do sémen sexado.

O sémen sexado certamente é afetado pelo processo de sexagem e
congelamento (SEIDEL JUNIOR, 2014), porém a baixa dose pode ter um
efeito consideravel sobre a baixa fecundidade (FRIJTERS et al., 2009),
comprometendo a produgcdo de embrides in vitro, diminuindo as taxas de
clivagem e de blastocisto e aumentando a proporcdo de odcitos néo
fertilizados e embrides degenerados (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008;
MIKKOLA et al., 2015). FRIJTERS et al. (2009) estimaram que a baixa dose
€ responsavel por reduzir dois tercos da fertilidade, enquanto um terco da
baixa fertilidade € devido ao processo de sexagem. Porém, uma grande
variabilidade nos resultados pode ser relacionado ao touro (DEN DAAS et

al., 1998; PALMA et al., 2008), sendo que tanto os efeitos da baixa dosagem
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como do processo de sexagem diferem entre touros (FRIJTERS et al.,
2009).

Entretanto, alguns estudos contradizem esses achados, mostrando
que a taxa de concepcdo e nascimento ndo depende do numero de
espermatozoide na dose inseminante (DEN DAAS et al., 1998; CRESPILHO
et al., 2014). Porém, pode haver variagdo de acordo com o diluente de
criopreservacéo do sémen (CRESPILHO et al., 2012; 2014).

Mikkola et al. (2015) avaliaram a producdo de embrides in vivo com
sémen sexado, pelo método de superovulacdo. A taxa de prenhez reduziu
cerca de cinco pontos percentuais para embrides criopreservados e 8,7
pontos percentuais quando os embrides foram transferidos frescos, quando
utilizado sémen sexado em comparacdo com O Sémen convencional
(p<0,001).

Segundo Mikkola et al. (2015), com producédo in vivo de embrides,
apesar dos menores indices de embrides recuperados e menor taxa de
gestacdo, quando comparada com o sémen convencional, de maneira geral
0 uso do sémen sexado é economicamente viavel, tendo em vista que mais
animais do sexo desejado serdo produzidos com menos receptoras, sendo
preferencialmente novilhas devido as maiores taxas de gestacdo. Os autores
observaram também uma alta taxa de mortalidade no grupo de embrides
sexados (convencional = 7,7%; sexado = 16%; p<0,05) (MIKKOLA et al.,
2015). Interessante observar que este e outros autores tém observado alta
taxa de natimortalidade e mortalidade de bezerros machos no grupo que
utilizou sémen sexado (DeJARNETTE et al.,, 2009; NORMAN et al., 2010).
Porém, alguns autores relatam taxa de mortalidade similar com o uso de
sémen sexado e convencional (RASMUSSEN et al., 2013).

Alguns relatos tém sido publicados com taxas de prenhez razoaveis
com o uso de embrides FIV utilizando sémen sexado (XU et al., 2006;
PONTES et al, 2010), inclusive com boa sobrevivéncia apés
criopreservacao (frescos: 52,8% vs. vitrificados: 42,0%; P > 0,05; Trigal et

al., 2012). No entanto, Wilson et al. (2005) encontraram taxas de gestacéo

26



673
674

675
676
677
678

679

680

681

682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701

insatisfatérias com o uso de sémen sexado- de 16,3% com base na
deteccao do estro e 20% para receptora sincronizadas (Ovsynch).

Os resultados do uso de sémen sexado para PIV algumas vezes se
mostram inconsistentes, e diferencas no processo de sexagem do
espermatozoide, na maturacao, fertilizacdo do oocito e cultivo do embrido

tornam de dificil interpretacédo esses resultados (MIKKOLA et al., 2015).
3.4. Cruzamentos

Atualmente outra possibilidade que vem sendo explorada, apesar de
incipente, € a utilizacdo da PIV para produzir cruzamentos terminais em
gado de corte (VIANA, 2015), permitindo rapidas e melhores possibilidades
para executar programas de cruzamento (GONCALVES et al., 2007).
Contudo, o produtor deve construir um processo que permita a tomada de
decisBes seguras que conduzam a melhoria no desempenho produtivo e
econdmico da atividade (CEZAR, 2001). Na ultima década, o cruzamento
industrial de bovinos tornou-se uma importante ferramenta para incrementar
a producdo de carne nos diferentes sistemas produtivos do Brasil. A
combinacdo da selecdo com cruzamentos permite a obtencdo de animais
eficientes nos mais diversos ambientes e em condi¢cdes de atender, com
flexibilidade, as exigéncias do mercado consumidor (TEIXEIRA e
ALBUQUERQUE, 2003).

Um resultado importante dos cruzamentos é a heterose (vigor
hibrido), que é um produto de maior diversidade de genétipos que
aumentaria a produtividade e a probabilidade de adaptacdo as condicdes
ambientais (VASCONCELLOS et al., 2003), incluindo maior resisténcia a
ectoparasitas (HUE et al., 2014). Rodrigues et al. (2015) observaram, em
condi¢cbes tropicais, que animais cruzados desmamaram com peso 10%

superior comparado aos animais puros.
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Entretanto, apesar dos varios beneficios oferecidos pelo cruzamento
para producdo de animais superiores, as exigéncias desses animais devem
ser atendidas, principalmente nutricionais, possibilitando expressao plena do
seu potencial produtivo (TEIXEIRA et al., 2006). Além disso, bezerros
cruzados, devido a maior taxa de crescimento e ingestdo de leite, podem
prolongar o intervalo entre partos (RODRIGUES et al., 2015). Dessa forma a
escolha adequada do touro e a garantia das condicbes ambientais e
nutricionais sdo fundamentais para implantacdo dessa tecnologia na

propriedade.
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CAPITULO 1
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Aplicacédo da vitrificagdo de embrides bovinos produzidos in vitro com sémen sexado

para producédo de bezerros de corte cruzados.

Alexandre de Oliveira Bezerra, Walvonvitis Baes Rodrigues, Natalia Albanese Anache,

Karine Casanova da Silva, Jean do Prado Jara, Alessandra Corallo Nicacio, Eriklis Nogueira

Resumo

Frente a crescente utilizagdo da producéo in vitro (PIVE) de embrides no Brasil e a busca por
tecnologias que tornem o sistema produtivo mais eficiente e lucrativo, avaliou-se a taxa de
prenhez de receptoras Nelore inovuladas com embrides PIV frescos ou vitrificados,
produzidos a partir de odcitos de doadoras Nelore provenientes de abatedouro (ABATE, n=
66 embrides) ou submetidas a aspiracao folicular guiada por ultrassom (OPU) (VIVO, n= 299
embrides) e fertilizados in vitro com sémen sexado para macho de touro Bos taurus. Os
embrides foram cultivados por 7 dias, e apenas os considerados de qualidade grau | foram
transferidos a fresco (FRESCO, n= 286) ou apos vitrificagdo (VITRIFICADO, n= 79). As
receptoras foram sincronizadas em dia aleatério do ciclo estral (DO) para realizagdo de
transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF). O D10 foi considerado o dia do cio e no D17
as receptoras que possuiam corpo Iateo maior que 20 mm de didmetro foram inovuladas. O

diagnostico de gestacdo foi realizado 60 dias apos inovulacdo e os dados foram analisados
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pelo PROC GLIMMIX e PROC LOGISTIC do SAS, com nivel de significancia menor que
0,05. As taxas de clivagem foram de 63,96 % + 35,52 e 39,18% + 12,17 para os grupos VIVO
e ABATE, respectivamente (P= 0,0209). Houve uma tendéncia (P= 0,0892) da taxa de
blastocisto ser superior no grupo VIVO (30,49% * 32,34 e 14,73% + 11,09). Nao houve
diferenca na taxa de prenhez (P=0,72) para os embrides FRESCO (34,27%) ou
VITRIFICADO (30,38%), assim como para a origem dos odcitos (VIVO = 35,12%; ABATE
= 25,76; P=0,17). O tamanho e tipo do CL ndo influenciaram na taxa de prenhez (P=0,44;
P=0,82, respectivamente). A utilizacdo de sémen sexado associado a vitrificacdo é viavel para

otimizar a tecnologia de PIV, melhorando sua aplicacdo em larga escala.

Palavras-chave: PIV, TETF, criopreservacao, cruzamento.

1. Introducéo

A crescente pressdo das fronteiras agricolas e 0 aumento da demanda por alimentos desafia o
setor pecuario a desenvolver novas tecnologias que possibilitem produzir mais em menos
tempo, e com menor custo (Blondin, 2015). O uso da producdo in vitro de embrides (PIVE),
tanto para bovinos de corte como de leite, tem potencial para maximizar o aproveitamento
genético dos animais mais produtivos, melhorando a eficiéncia reprodutiva, por reduzir o
intervalo entre geracdes, e otimizar programas de cruzamentos e melhoramento genetico
(Block et al., 2011), visto que em mesmo intervalo de tempo é possivel produzir mais
embrides utilizando o metodo in vitro (9,4+5,3) comparado com in vivo (6,7+3,7; P<0,05)
(Pontes et al., 2009). Maior impacto da PIVE pode ser alcancado com a utilizacdo de sémen
sexado de animais de elevado mérito genético, melhorando o equilibrio na relacdo

custo/beneficio da técnica (Rodrigues, 2014).
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A grande preocupacdo quanto a utilizacdo do sémen sexado € a baixa fertilidade do
espermatozoide sexado, em comparacdo com o convencional (Xu et al., 2009; Wheeler et al.,
2006; Liu et al., 2015), pois 0 mesmo é afetado pelo processo de sexagem e congelamento
(Seidel Jr., 2014), podendo comprometer os resultados da taxa de gestacdo quando utilizado
na inseminacdo artificial ou superovulacao para producdo de embrides in vivo, diminuindo as
taxas de clivagem e de blastocisto e aumentando a proporcdo de oocitos ndo fertilizados e
embribes degenerados (Bermejo-Alvarez et al., 2008; Mikkola et al., 2015). O menor numero
de espermatozoide por dose também pode ter um efeito consideravel sobre a baixa
fecundidade (Frijters et al., 2009). Como a PIVE necessita de doses menores, 0 uso do sémen
sexado torna-se viavel (Wheeler et al.,2006).

Outro grande desafio para inddstria de embrides é a criopreservacdo. Tal fato assume maior
importancia no Brasil, onde é frequente a escassez de receptoras aptas a receberem um
embrido, principalmente devido ao grande numero de embrides que tem sido produzidos
(Pontes et al.,, 2011), podendo levar ao descarte de grande quantidade de embrides.
Alternativas como a criopreservacdo dos embrides e sincronizacdo para transferéncia em

tempo fixo (TETF), podem otimizar e maximizar o uso dessa ferramenta.

Para PIV de embrides, os odcitos podem ser coletados de ovérios de abatedouro ou, com
auxilio de ultrassonografia, por ovum pick-up (OPU). Sendo, no primeiro caso, mais dificil
manter um rigor sanitario (Ponsart e Pozzi, 2013) e controle do mérito genético dos animais
(Wilson et al., 2006). Entretando, a utilizacdo de ovarios provenientes de abatedouro pode
contribuir com a reducéo dos custos da PIVE bovinos (Wilson et al., 2006). Outra alternativa,
para melhorar a relagdo custo-beneficio da técnica, é a utilizagdo cruzamentos com 00citos
provenientes de doadoras Bos indicus e sémen de touros geneticamente superiores Bos taurus,
permitindo intensificar a producdo de carne nos diferentes sistemas, pois bezerros cruzados

podem desmamar 10-15% mais pesados que os bezerros puros (Rodrigues et al., 2015).
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Objetivou-se com esse estudo avaliar a eficiéncia do uso de odcitos provenientes de ovarios
de abatedouro ou aspirados in vivo para producdo de embriBes in vitro com sémen sexado

para macho e transferidos apds criopreservacao ou frescos para receptoras Nelore.

2. Material e Métodos

2.1. Produgéo dos embrides in vitro

2.1.1 Coleta dos o6citos

Salvo indicacdo contraria, 0s produtos quimicos foram adquiridos da Sigma (Sigma—Aldrich
Corp., St. Louis, MO, USA). Os odcitos bovinos foram obtidos de duas origens, provenientes
de ovérios de abatedouro (ABATE) ou de aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia

(OPU) (VIVO).

No grupo VIVO, as doadoras (23) eram novilhas da raca Nelore, ciclicas, com idade entre 18
— 36 meses, escore corporal entre 2,5 e 3 (em uma escala de 1 a 5, segundo Lowman et al.,
1976), e pertenciam a um rebanho com programa de selecdo e avaliacdo genética. Os animais
foram mantidos em pastagem de Brachiaria brizanta, com suplementagdo mineral ad libitum.
Foram realizadas duas aspira¢des com intervalo de 22 dias, independente do estagio do ciclo

estral.

Antes de cada coleta as fezes foram removidas do reto, realizada a limpeza da regido perineal
com papel toalha e anestesia epidural com lidocaina 2% (Anestésico L, Eurofarma, Campo
Belo, Sao Paulo, Brasil), na dose de 0,02 mg/kg, para reduzir os movimentos peristalticos e o

desconforto.
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A coleta foi realizada com auxilio de equipamento de ultrassom (Aloka 500), com transdutor
7,5 MHz convexo acoplado em guia especial para aspiracdo (WTA, Cravinhos, Sdo Paulo,
Brasil). Os foliculos entre 2 — 8 mm foram puncionados com agulha descartavel de 20 G
(Terumo, Séo Paulo, Brasil) conectada via tubo de silicone (1,20 m) a um tubo tipo Falcom e
sistema de vacuo de aspiracdo (WTA, Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil) com pressdo negativa de
70 mm Hg. O meio de lavagem foi o Tissue Culture Medium 199 (TCM-199) (Embryo Rio

Preto, S0 José do Rio Preto, Séo Paulo, Brasil).

No grupo ABATE, ovarios de vaca Nelore de origem desconhecida foram coletados logo apds
0 abate e transportados até o laboratdrio em recipiente térmico com solucdo PBS (phosphate-
buffered saline, Nutricell, Campinas S&o Paulo, Brasil), em temperatura entre 30 — 37 °C
dentro de 2 - 3 horas, totalizando duas coletas em dias distintos. Para obtencdo do complexo
cumulus odcito (COCs), foliculos entre 3 — 8 mm de didmetro foram aspirados com agulha 18
G conectada a uma seringa de 20 ml. Os COCs foram colocados em tubos Falcom em banho-
maria, a 30°C, até aspiracdo dos foliculos de todos os ovarios, totalizando aproximadamente 6

horas.

A maturacdo dos odcitos, fertilizacdo, cultivo in vitro, e avaliacdo dos embrides foram

realizadas em laboratério comercial, para ambos os grupos (VIVO e ABATE).

2.1.2. Selecdo e maturacao dos o6citos

Apos a aspiracao dos dois grupos, o material foi filtrado atraves do filtro Emcon com solugéo
PBS (Nutricell, Campinas, Sdo Paulo, Brasil). Os COCs imaturos recuperados foram
quantificados e classificados morfologicamente como viaveis ou inviaveis, sendo
considerados viaveis aqueles com presenca de maultiplas camadas compactas de celulas do
cumulus e ooplasma homogéneo, e os inviaveis os desnudos ou picnoticos, com ooplasma

heterogéneo e vesiculas apoptoticas.
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Os COCs foram lavados trés vezes com meio TCM-199. O meio de MIV consistiu de TCM-
199 suplementado com 10% (v:v) de soro fetal bovino (FCS), 0,2 mM de piruvato de sédio,
25 mM de bicarbonato de sddio, 50 mg/mL de amicacina, 0,5 mg/mL de FSH (Folltropin-V;
Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), e 100 Ul/mL de hCG (Vetecor; Hertape Calier).
Para MIV, os COCs selecionados foram transferidos para microgotas de 400 puL do meio de
maturacdo sob éleo mineral, com 30 a 40 odcitos por gota, e mantidos em estufa por 22 - 24

horas a 38,5°C, 5% de CO, em umidade saturada do ar.
2.1.3. Preparacao do sémen e fertilizacdo in vitro

O meio de fertilizagdo consistiu de Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP), como descrito
por Parrish (1988), contendo 0,2 mM de piruvato de sodio, 6 mg/mL de BSA, 25 mM de
bicarbonato de sddio, 13 mM de lactato de sodio, 50 mg/mL de amicacina, 40 pl/mL de
solucdo PHE (concentracdo final de 20 uM de penicilamina, 10 uM de hipotaurina, 2 uM de
epinefrina), e 10 mg/mL de heparina. Sémen sexado congelado de dois touros da raca
Aberdeen Angus, de fertilidade conhecida, foram descongelados em banho-maria a 37°C por
30 segundos. Para selecdo dos espermatozoides mdveis e remocao de diluidores e plasma
seminal, foi realizada centrifugacdo em gradiente descontinuo de Percoll (200 puL de 45%
sobre 200 pL de 90%) em 3000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
contendo os espermatozoides vidveis foi ressuspendido em 1 ml de meio de fertilizag&o,
sendo novamente centrifugado a 1700 rpm por 5 min. Os espermatozoides viaveis foram,
entdo, avaliados quanto a motilidade e concentragéo, sob microscopia de luz, e colocados em

meio de fertilizacio para atingir uma concentracéo final de 1 x 10° espermatozéides/ml.

Os oocitos maturados foram lavados uma vez em meio TLsémen e uma vez em meio de
fertilizacdo, e entdo transferidos para gota do meio de fertilizacdo (25 oocitos por gota em 90

ul do meio de fertilizagdo) sob 6leo mineral. Os odcitos e os espermatozoides presentes nas
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microgotas foram incubados por 18 a 22 horas, a 38,5°C, em atmosfera com 5% de CO; e

umidade saturada.

2.1.4. Cultivo in vitro

O meio utilizado para o cultivo (CIV) consistiu de meio SOF modificado, como descrito por
Vajta et al. (1999), suplementado com 50 mg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA e 2,5% de
(v:v) FCS. Apds a fertilizacdo (DO0), as células do cumulus foram removidas dos presumiveis
zigotos por pipetagens sucessivas, e 0s oocitos desnudos foram lavados uma vez em meio
TLsémen, uma vez em meio 50% TLsémen mais 50% SOF modificado e mais uma vez em
meio SOF modificado, e entdo transferidos em grupos de 25 odcitos para gotas de 100 ul de
meio SOF modificado. Os embrides foram cultivados in vitro (CIV), a 38,5°C, 5% de CO; e
umidade saturada, durante 7 dias. O meio de cultivo foi parcialmente substituido com 50 pl de
meio SOF modificado fresco em 48 horas ap0s a fertilizacdo (D3), quando foi avaliada a taxa

de clivagem.

2.1.5. Avaliacao dos embrides

Foi realizada uma avaliacdo no dia sete (D7) para verificar as taxas de desenvolvimento. A
classificacdo foi de acordo com os critérios da IETS (B6 e Mapletoft, 2013) e foram
transferidos apenas embrides classificados como grau | de qualidade. Em seguida os embrides
em estagio de moérula ou blastocisto (D7) foram transferidos, frescos ou vitrificados, para
receptoras Nelore previamente sincronizadas. A taxa de blastocisto foi baseada no nimero

total de odcitos maturados.

2.2. Vitrificagio e aquecimento

Os embrides produzidos foram aleatoriamente transferidos frescos (n = 15 ABATE e 271

VIVO) ou apés vitrificagdo/aquecimento (n =51 ABATE e 28 VIVO).
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Todos os materiais usados para o procedimento de vitrificacdo/aquecimento foram fornecidos
pela Ingamed Ltda (Perobal, PR, Brasil), incluindo as solugdes de vitrificacdo (VI-1 e VI-II),
as solucbes de descongelamento (DV-I, DV-II e DV-III) e as hastes de vitrificacdo (Vitri-
Inga) e suas bainhas plasticas. A técnica two-step foi utilizada para vitrificacdo dos
blastocistos de acordo com Almodin et al. (2010) e Rocha-Frigoni et al. (2013).
Resumidamente, os blastocistos expandidos (grau 1 e 2) foram lavados duas vezes em meio
de manutencdo (SOF suplementado com 250 mM de HEPES e 20% FBS) e transferidos para
VI-1 e mantidos durante cinco minutos em 37°C. Os embrides foram transferidos para gostas
de 10 pl de VI-II por 60 segundos em temperatura ambiente. Na sequéncia, os embrides
foram colocados em meio de manutengdo na ponta de uma haste da Vitri-Inga em quantidade
minima de solucdo de vitrificacdo, entdo eles foram imersos diretamente em nitrogénio
liquido (N,L). As bainhas plasticas, que foram previamente resfriadas em vapor de N,L por 1
minuto, foram verticalmente imersa em N,L. A haste Vitri-Inga foi inserida dentro da bainha
plastica para armazenamento. Para o procedimento de descongelamento, a haste Vitri-Inga foi
retirada do N,L e transferida para solucdo de descongelamento DV-I por 1 minuto, em
temperatura de 37°C. Apds isso, os embrides foram trasnferidos para DVII por 3 minutos a
temperatura ambiente e foram lavados duas vezes em DV-I1I por 5 minutos cada. Os embrides
foram lavados duas vezes e cultivados por 2 horas em meio SOF suplementado com 2,5% de
FBS e 5 mg/ml de BSA em atmosfera de 5% de CO, em umidade saturada. Avaliou-se entéo
a taxa de re-expansdo, sendo envasados apenas os considerados viaveis. Os embrides foram
entdo transportados até a propriedade em recipientes térmicos apropriados (WTA, Cravinhos,

Sé&o Paulo, Brasil), mantendo a temperatura entre 36 — 37°C.

2.3. Transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF)
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Foram utilizadas como receptoras vacas Nelore, pluriparas com escore corporal variando de
2,5 3,5 (escala de 1 a5, segundo Lowman et al., 1976), com periodo puerperal médio de 45

dias.

As receptoras foram sincronizadas para transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF) com
0 seguinte protocolo: no primeiro dia do protocolo (DO) foi inserido dispositivo intravaginal
de progestageno (Cronipress® Mono Dose M-24, Biogénesis Bagd, Curitiba, Parang, Brasil) e
administrado 2 mg de Benzoato de Estradiol (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal, S&o Paulo,
Brasil); no dia 8 (D8) foi retirado o dispositivo de progesterona concomitante com aplicacéo
de 112,5 pg de d-cloprostenol (Prolise, Tecnopec, Embu-Guagu, Sao Paulo, Brasil), 1 mg de
benzoato de estradiol (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil) e 300 Ul de eCG
(Folligon® 5000UI, MSD, Sé&o Paulo, Brazil). O dia do cio foi considerado o dia 10 (D10),
sendo sete dias apos realizada a inovulagdo nos animais que apresentaram corpo luteo (CL)
com no minimo 20 mm de didmetro, avaliados por ultrassonografia. O diametro e o tipo
(compacto ou cavitario) do CL foram avaliados. O diagnoéstico de gestagdo foi realizado 60

dias apds inovulacéo por ultrassonografia.

2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

A analise estatistica foi realizada atavés de um modelo linear generalizado misto, utilizando
procedimento GLIMMIX do SAS (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA), para avaliar o
desenvolvimento embrionario e a taxa de prenhez. As variaveis incluidas no modelo usadas
para avaliar a taxa de prenhez foi touro, escore de condi¢do corporal (ECC) das vacas no
primeiro dia do protocolo de sincronizacgdo (escala de 1 - 5, sendo 1 magra e 5 obesa), origem

dos oocitos (VIVO ou ABATE), criopreservacdo (FRESCOS ou VITRIFICADOS), tamanho
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de CL e interacbes. As varidveis em que o efeito ndo foi significativo (P<0,05) foram

eliminadas do modelo.

A probabilidade de prenhez em rela¢do ao didmetro do CL foi avaliada atraves de regressdo
logistica, pelo procedimento LOGISTIC do SAS (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).
Diferencas com P<0,05 foram consideradas significativas, enquanto que tendéncias foram
consideradas quando 0,1 > P > 0,05. Os dados serdo apresentados como média + desvio

padrdo (D.P.).

3. Resultados

O total de ovdcitos obtidos através de aspiracdo folicular in vivo (VIVO) foi de 950 (média de
16,67+12,11 od6citos/ doadora), ja a aspiracdo dos ovarios obtidos de abatedouro (ABATE)

gerou um total de 582 ovdcitos.

As taxas de clivagem foram de 63,96 % + 35,52 e 39,18% + 12,17 para os grupos VIVO e
ABATE respectivamente (P= 0,020). Houve uma tendéncia (P= 0,089) de superioridade da
taxa de blastocisto do grupo VIVO (30,49% + 32,34 e 14,73% + 11,09). Do total de embrides
em estagio de blastocisto, 66 foram do grupo ABATE e 299 do grupo VIVO, sendo
transferidos frescos (286 embribes) ou apos vitrificagdo (79 embrides). A taxa de re-expansdo
apos descongelamento foi de 72,32%. N&o houve diferenga na taxa de prenhez (P=0,72) para
os embrides transferidos a fresco (34,27% + 47,5) ou apos vitrificagdo (30,38% * 46,2), assim
como para a origem dos odécitos (VIVO = 35,12%x+ 47,8; ABATE = 25,76%= 44,0; P=0,17)

(Tabelas 1 e 2). A taxa de prenhez por touro néo foi diferente (P>0,05).

Em relacdo ao diametro do corpo lateo (CL), as receptoras apresentaram um diametro médio

de 21,5 £ 3,45 mm, e ndo houve influéncia do tamanho do CL sobre a probabilidade de
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gestacdo (P=0,44). O tipo do CL (compacto ou cavitario) também ndo influenciou na taxa de

gestagéo (P=0,82).

4. Discussao

A raca Nelore ¢ alta produtora de odcitos, apresentando por sessdo de OPU uma média de 25
a 30 odcitos (Pontes et al., 2009; Pontes et al., 2011), aparentemente maior que a observada
nas racas taurinas (Pontes et al., 2009; Rubin et al., 2005). No presente estudo observou-se
uma média de 16,96+12,01 odcitos por procedimento de OPU, no entanto fémeas Nelore tém
uma variacao individual consideravel no nimero de foliculos e odcitos (Pontes et al., 2011),

sendo neste estudo observado uma variagdo entre 0 a 60 odcitos por sessdo de OPU.

A alta populagéo folicular para a raga Nelore contribui para manter o Brasil com status de
maior produtor de embrides bovinos in vitro do mundo. A ragca compde 80% do rebanho
bovino brasileiro, e tem elevado valor de mercado. A expansdo da PIVE estd intimamente
associada a sua producdo de odcitos, pois quanto maior o numero de odcitos recuperados

maior sera a producdo de embrides e a taxa de gestacdo resultante (Pontes et al., 2011).

Neste estudo as taxas de clivagem, dependendo da origem do odcito, diferiram entre si, porém
as taxas de blastocisto ndo foram diferentes, apesar de apresentar tendéncia. As taxas de
desenvolvimento obtidas dos odcitos provenientes de OPU foram similares as encontradas por
outros autores (taxa de clivagem: 64,0% e taxa de blastocisto: 32,7%; Varago et al., 2006),
mesmo com o uso de sémen sexado (taxa de blastocisto: 33,2%; Xu et al., 2006). Porém,
outros estudos mostram uma menor taxa de blastocisto com o uso de sémen sexado (12,2% =+
2,3) quando comparado com sémen convencional (20,1% * 2,9; P<0,05), cuja fonte dos

odcitos foi ambos de ovarios de abatedouro (Wilson et al., 2006). Zhang et al. (2003) nao
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encontraram diferenca significativa na taxa de blastocistos com o uso de sémen sexado
(20,3% £ 2,2) ou ndo sexado (22,3% = 1,8), mas observaram menor taxa de clivagem
(P<0,05) com o uso de sémen sexado (53,1% + 3,3) em relacdo ao nédo sexado (69,7% + 2,8).
Malard et al. (2015) observaram taxas de producdo de blastocisto menores quando utilizado
sémen sexado (29% x 37,1%; P<0,001), apesar disso 0s autores encontraram uma maior taxa
de prenhez para os embrides PIV com sémen sexado (36,9% x 30,1%; P<0,001). Essa
variacdo nos resultados pode ser explicada pela baixa capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides ap6s o processo de sexagem (Grant e Chamley, 2007). Entretanto, os
resultados algumas vezes se mostram inconsistentes, e diferencas no processo de sexagem do
espermatozéide, na maturacdo, fertilizacdo do odcito e cultivo do embrido tornam de dificil
interpretacdo esses resultados (Mikkola et al., 2015). Apesar dos menores indices da PIVE
com sémen sexado, a propor¢do de animais nascidos do sexo de interesse pode compensar a

utilizacéo da técnica.

Alguns outros fatores podem influenciar na viabilidade do odcito para PIVE, como descrito
por Satrapa et al. (2011) um efeito deletério no desenvolvimento embrionario dependente do
tempo que o o6cito permanece no foliculo ovariano apds a morte do animal, no caso da
aquisicdo de ovarios de abatedouro, e a temperatura que o0 ovario é armazenado até o
momento da aspira¢do. No presente estudo a baixa taxa de clivagem e blastocisto dos ovarios
de abatedouro pode ter sido resultado do intervalo de cerca de 6 horas entre a coleta do
ovario, transporte e aspiracdo no laboratorio, reduzindo a qualidade do odcito (Satrapa et al.,
2011). Maior producéo de blastocisto pode ser obtida com intervalo de até quatro horas entre

a morte do animal e aspiragdo dos foliculos (Blodin et al., 1997; Sartrapa et al., 2011).

Deve-se considerar também o efeito do touro sobre a taxa de producéo de blastocisto, pois a

eficiéncia na PIV pode ser alterada conforme o touro utilizado (Bayeux et al., 2015), ja que
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tem sido relatada uma grande variabilidade entre touros em programas de PIVE (Xu et al,
2006). Essa variacdo parece ser maior com 0 uso de sémen sexado, afetando as taxas de

desenvolvimento embrionario (Palma et al., 2008).

No presente estudo, a taxa de prenhez ndo variou (P=0,72) entre os embrifes do grupo
FRESCO (34,27% = 47,5) ou VITRIFICADO (30,38% + 46,2), assim como para a origem
dos ovdcitos (VIVO = 35,12%+ 47,8; ABATE = 25,76%= 44,0; P=0,17). Stinshoff et al.
(2011) observaram nos embrides criopreservados alteragdes em nivel molecular, ou seja, na
transcricdo de diferentes genes. Como, por exemplo, interferéncia na secrecdo do interferon-
tau (IFN-t), que executa papel fundamental no reconhecimento materno da gestacdo e,
dependendo do seu estagio de desenvolvimento, pode indicar uma pior qualidade embrionaria
com menores chances de desenvolver uma gestacdo (Araujo et al., 2005; Stinshoff et al.,
2011). Varios estudos tem demonstrado efeitos negativos da criopreservacdo sobre o futuro
desenvolvimento embrionario (Cavusoglu et al., 2015), porém os efeitos da criopreservacédo
podem variar de acordo com a espécie animal, raca, origem (in vitro ou in vivo), composicao
lipidica do embrido, tamanho e estagio de desenvolvimento, qualidade do embrido/ odcito,
permeabilidade das células, toxicidade e propriedade osmotica dos crioprotetores e taxas de
resfriamento e aquecimento (Almifiana e Cuello, 2015). De maneira contraditoria, para
producdo in vitro de embriGes, alguns relatos tém sido publicados, com taxas de gestacdo
razoaveis com o uso de embrides fertilizados com semen sexado (Xu et al., 2006; Pontes et
al., 2010) com boa sobrevivéncia apds criopreservacdo (frescos: 52,8% vs. vitrificados:
42,0%; P > 0,05; Trigal et al., 2012). E nitido que nos Ultimos anos houve progresso
significativo com relagdo aos processos de cultivo e criopreservacdo dos embrides,
independente do uso de sémen sexado (Xu et al., 2009), o que tem permitido a expansdo da
utilizacdo da técnica em larga escala, otimizando o uso das receptoras e 0 acesso a lugares

distantes.
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Como a origem do odcito também ndo interferiu na taxa de gestacdo, esta pode ser uma
alternativa interessante para reducdo do custo, entretanto, atencdo deve ser dada no
acondicionamento dos ovarios e o intervalo até aspiracdo dos foliculos. Porém, mais estudos
sd0 necessarios para avaliar a produtividade futura dos animais nascidos, pois 0S 0varios
obtidos de abatedouro sdo de animais com merito genético desconhecido. Com intuito de
responder essa, e outras questdes, a nossa equipe de pesquisa esta avaliando o
desenvolvimento dos animais do nascimento até o abate, considerando os diferentes méritos

genéticos.

Xu et al. (2006) encontraram taxa de prenhez de 40,9%, ap6s transferéncia de 3.627 embrides
produzidos com sémen sexado para fémea, vitrificados, e inovulados em receptoras
sincronizadas, quase idéntico quando utilizaram sémen nao sexado (41,9%, n = 481). Porém
no presente estudo, os dois touros foram selecionados com base no mérito genético, e ndo
necessariamente na fertilidade in vitro e pds sexagem (Xu et al., 2006), mas os resultados da

taxa de gestacdo encontrados no presente trabalho podem ser consideradas satisfatorios.

A obtencdo de um corpo lateo (CL) maior nas receptoras pode elevar a taxa de prenhez
(Binelli et al., 2001). Spell et al. (2001) observaram que a varia¢do da concentracdo sérica de
progesterona (P4) é um reflexo das diferentes taxas de desenvolvimento do corpo luteo.
Alguns autores tém observado diferenca (P<0,05) sobre a taxa de gestacdo em relacdo ao
didmetro do CL, sendo que CL maior representa aumento na probabilidade de gestacéo
(Nogueira et al., 2012). Entretanto, nosso estudo ndo observou rela¢éo entre o didmetro do CL
e a taxa de prenhez, provavelmente pela selecdo prévia das receptoras com CL maior que 20
mm de didmetro, demonstrando a importancia da avaliacdo do didmetro do CL no momento
da transferéncia (Spell et al., 2001; Looney et al., 2006; Gonella-Diaza et al., 2013). Apesar

de Nogueira et al. (2012) ndo observarem influéncia da concentracdo de progesterona sérica
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no momento da inovulacdo sobre a taxa de prenhez, encontraram uma correlacdo positiva
entre o diametro do CL e a concentracdo de progesterona (r=0,32; P<0,05). J& Leal et al.
(2009) observaram que nao houve influéncia do volume do CL nas taxas de prenhez (P =
0,49). Entretanto, no trabalho citado, a avaliacdo foi subjetiva e por meio de palpacdo
transretal. Essa avaliacdo deve ser feita por meio de ultrassonografia (US), que possui maior
sensibilidade e especificidade do que a palpacao transretal, além de depender diretamente da
experiéncia do examinador (Leal et al., 2009). Gonella-Diaza et al. (2013) analisando 17.521
transferéncias de embrides, com taxa de prenhez de 31,4% (5.495), observaram associagdo
positiva entre a taxa de prenhez e o didmetro do CL (P<0,01). E esperada uma maior
concentracdo de progesterona quanto maior a massa luteal, entretanto fatores como fluxo
sanguineo, presenca de agentes luteotroficos ou luteoliticos, fatores de crescimento e a
disponibilidade de precursores para a biossintese da progesterona podem interferir nesse

resultado (Skarzynski et al., 2008).

Alguns trabalhos também demonstraram ndo haver influéncia negativa (P>0,05) com relacdo
ao tipo de CL (compacto ou cavitario) sobre a taxa de gestacdo (Leal et al., 2009; Nogueira et
al., 2012; Barreiros et al., 2006). Segundo Nogueira et al. (2012) ndo ha diferenca entre CL
compacto e cavitario, sendo apenas uma diferenca morfoldgica, ndo afetanto a producéo de
progesterona e a taxa de prenhez. Barreiros et al. (2006), utilizando protocolo de
sincronizacdo da ovulagéo, classificaram 22,7% do CL como cavitario (CV) e 77,2% como
compacto (CP) e ndo observaram diferencas na taxa de prenhez (41,1% CV; 38,3% CP),
sendo que no presente estudo foi observado semelhante proporcdo de CL cavitario (38,7%) e
compacto (61,3%), também sem interferir na taxa de gestacao (29,3+£33,3% CV; 25,0+43,5%

CP; P>0,05).
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5. Conclusédo

Conclui-se que a utilizacdo de sémen sexado associado a vitrificacdo € vidvel para aplicacao
em larga escala da PIVE, apresentando taxas de prenhez semelhantes aos embrides inovulados
a fresco em receptoras Nelore. Além disso, a taxa de gestacdo com embrides produzidos
apartir de ovarios de abatedouro é semelhante aos provenientes de OPU, podendo ser

alternativa para producéo de embrides PIV visando bezerros de corte superiores.
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Tabela 1. Taxa de clivagem, blastocisto e prenhez para embrides PIV com sémen sexado de
acordo com a origem do odcito, se através de aspiracdo in vivo (vivo) ou de ovario de

abatedouro (abate).

Vivo (299) Abate (66) Erro padrao P
Taxa de clivagem 63,96 % 39,18% 10,22 0,020
Taxa de blastocisto 30,49% 14,73% 9,13 0,089
Taxa de prenhez 35,12% 25,76% 0,39 0,17
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Tabela 2. Taxa de prenhez para embrides PIV com sémen sexado de acordo com o tratamento

antes da inovulacgdo, se a fresco ou apos vitrificagao.

Fresco (286)

Vitrificado (79)

Erro padréo

Taxa de prenhez

34,27%

30,38%

0,35

0,72
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Avaliacdo econdmica da inseminacdo artificial em tempo fixo versus transferéncia de
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Resumo

Com a crescente demanda por alimentos de qualidade, se faz necessaria a integragdo de novas
biotecnologias para aumentar a produtividade do setor pecuério. Esse estudo visa dar
subsidios para tomada de decisdo no processo produtivo, com estratégias que reduzam o custo
e maximizem os ganhos. Objetivou-se comparar a aplicacdo da tecnologia de PIV de
embrides com sémen sexado para producdo de bezerros machos cruzados geneticamente

superiores em relacdo a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) com sémen
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convencional, avaliando o custo e a viabilidade econémica das técnicas empregadas. Assim
foram aplicadas duas técnicas, PIV/ITETF ou IATF, em fazendas comerciais, avaliando-se o
custo e os ganhos gerados pelo processo. Para a PIVE, os odcitos foram coletados de
doadoras Nelore e fertilizados in vitro com sémen sexado para macho de dois touros Angus
(B. taurus). Os embrides foram cultivados (CIV) por 7 dias, e apenas os considerados grau |
de qualidade foram transferidos a fresco (n= 271). As receptoras foram sincronizadas em dia
aleatdrio do ciclo estral (D0) para realizacdo de transferéncia de embrido em tempo fixo
(TETF). O D10 foi considerado o dia do cio e no D17 as receptoras que possuiam corpo liteo
maior que 20 mm de didmetro foram inovuladas. J& para o grupo IATF, vacas Nelore foram
sincronizadas em dia aleatdrio do ciclo estral e inseminadas no D10 com sémen convencional
dos mesmos touros usados no grupo PIV/TETF. O diagnostico de prenhez foi realizado 60
dias ap6s inovulacdo ou inseminacdo, e os custos de producdo foram calculados utilizando
planilha CEPEA . Para a producdo dos embrides, 16,67+12,11 odcitos foram recuperados por
OPU, com taxa de clivagem e de blastocisto de 63,96 % + 35,52 e 30,49% * 32,34,
respectivamente. A taxa de prenhez foi de 35,42% para TETF e 47,70% para IATF (P<0,05).
Considerando a taxa de prenhez ao final da estacdo de monta (EM) de 80% e taxa de
mortalidade até a desmama de 5%, o sistema com TETF produziu 51,5% de bezerros machos
e 24,5% de fémeas em relacdo ao total de vacas em reproducéo, enquanto que a IATF 38,0%
de macho, com mesma proporcao de fémeas. Em relacéo a IATF, o sistema TETF apresentou

maior custo (R$ 637,37 vs. 557,81), porém maior lucratividade.

Palavras-chave: bezerros cruzados, produtividade, PIV, IATF, custo de produgéo.

Destaques (Arquivo separado na submissao)
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» Avaliacdo da viabilidade econémica da PIV/TETF com sémen sexado. »Maximizagdo da
producao de bezerros de corte superiores. »Comparacdo da PIV/TETF com IATF em sistema

produtivo convencional.
1. Introducéo

E evidente que o aumento da populacdo mundial, acarretando crescente demanda por
alimentos, desafia 0 setor de producdo animal a produzir mais em menos tempo (Blondin,
2015). Porém, além do aumento quantitativo, a exigéncia mercadoldgica relacionada a
qualidade desses alimentos € constante, representando mais um dos desafios de quem produz
alimentos de origem animal. O setor agropecuario se beneficiara ao integrar novas tecnologias
em seus sistemas de producdo, garantindo sustentabilidade e produtividade, compensando a
demanda global por alimentos (Blondin, 2015).

Dentre as biotecnologias que permitem intensificar os sistemas de producao, as inovacdes na
area das Tecnologias de Reproducdo Assistida (TRA’s) permitem ganhos em eficiéncia e
rentabilidade ao setor pecuario. Dentre as TRA’s destacam-se a inseminacdo artificial (1A),
criopreservacdo de sémen, sincronizacdo de estro, transferéncia de embrides (TE),
congelamento e sexagem de embribes, producdo in vitro (PIV), clonagem e sexagem de
sémen (Blondin, 2015). A producdo in vitro de embrides (PIVE), permite melhor utilizacdo
dos animais de genética superior e aperfeicoar os esquemas de cruzamento (Block et al.,

2011).

O real sentido do uso das TRASs esta ligado a producdo de animais em quantidade e custo
satisfatorios com o sistema de producdo (Sa Filho et al., 2014). Um maior impacto da
utilizacdo da PIVE pode ser alcancado com a sua aplicagdo associada a sexagem de
espermatozoides (Rumpf, 2007), possibilitando producdo de embrides do sexo de interesse

para o sistema de criacdo (Baruselli et al., 2007; Sa Filho et al., 2014). Para a pecuéria de
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corte, 0 bezerro macho apresenta maior valor agregado, devido a melhor conversao alimentar
e maior rendimento de carcaca (Coutinho Filho et al., 2006; Sa Filho et al., 2014). Entretando,
os resultados do sémen sexado ainda sdo limitados para outras biotecnologias, como a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), isso devido a baixa capacidade de fertilizacéo e

a baixa dose inseminante (Seidel Junior, 2014).

Também esta estabelecido que o cruzamento entre racas bovinas é uma importante ferramenta
para incrementar a producdo de carne, resultando em sinergia das caracteristicas de
adaptabilidade e produtividade nos diferentes sistemas produtivos do Brasil (Koger, 1980;
Teixeira e Albuquerque, 2003). Assim sendo, outra possibilidade que vem sendo explorada
atualmente, apesar de incipente, é a utilizacdo da PIVE para produzir cruzamentos terminais
em gado de corte (Viana e Figueiredo, 2015). Contudo, o produtor deve construir um
processo que o leve a tomada de decisdes seguras que conduzam a melhoria no desempenho
produtivo e econdmico da atividade (Cezar, 2001). Ao avaliar o impacto econdmico da
aplicacdo da biotecnologia de PIVE deve-se considerar a propor¢do entre sexos, a taxa de
producdo de embrides, prenhez e nascimento, 0 que pode viabilizar ou ndo a implantacéo
dessa tecnologia (Mikkola el al., 2015). O nimero de receptoras necessarias e a sua taxa de
aproveitamento também influencia diretamente o custo final da prenhez (Beltrame et al.,

2010).

A |ATF é outra biotecnologia reprodutiva amplamente usada, que permite aumentar 0 nimero
de descendentes de animais geneticamente superiores, alcangando taxas médias de prenhez ao
redor de 50% (Sa Filho et al., 2009). Porém o uso da PIVE tem sido limitada pelos menores
indices de prenhez gerados (~30-40% de prenhez; Pontes et al., 2009; 2010). A otimizacdo

dessa biotecnologia, com o uso do sémen sexado e cruzamentos de animais de alto mérito
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genético para caracteristicas produtivas, permitira sua implantacdo em sistemas comerciais

com melhor relagédo custo/beneficio.

Vérios fatores tornam a implantacdo de ambas tecnologias, tanto a IATF como TETF, um
empreendimento de alto risco. Na tentativa de auxiliar a tomada de decisdo no processo
produtivo objetivou-se, com a realizacdo desse trabalho, estimar a viabilidade econdmica da
aplicacdo da tecnologia de PIVE com sémen sexado para producdo de bezerros machos
cruzados superiores em comparacdo ao uso da inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)
com sémen convencional, tendo como base a avaliacdo dos indices obtidos em uma fazenda

comercial de gado de corte e 0s custos para implantacao.

2. Material e Métodos

2.1. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido na regido Centro-Oeste do Brasil, em Mato Grosso do Sul, no
periodo de outubro de 2015 a fevereiro de 2016, em propriedade rural que possui 1000 vacas
em reproducdo. Foram realizadas avaliacbes de acordo com a biotecnologia implantada, IATF
e PIVITETF. Apos os procedimentos de IATF ou TETF, as vacas foram acasaladas com

touros Nelore com relagéo touro vaca de 1:40, em estagdo de monta (EM) de 90 dias.

2.2. Producéo de embrides in vitro

2.2.1. Coleta dos od6citos

Para producdo dos embrides in vitro, os odcitos bovinos foram obtidos por aspira¢do guiada
por ultrassonografia (OPU). Todas as doadoras eram da raga nelore, saudaveis e estavam

ciclando. As doadoras tinham idade entre 18 — 36 meses e escore corporal entre 2,5 e 3 (em
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uma escala de 1 a 5, segundo Lowman et al., 1976). Os animais foram mantidos em pastagem
de Brachiaria brizanta, com suplementacdo mineral ad libitum. As aspiracdes foram
realizadas com intervalo de 15 a 22 dias, independente do estagio do ciclo estral, totalizando

duas sessbes de OPU.

Antes de cada sessdo de OPU, as fezes foram removidas do reto, realizada a limpeza da regido
perineal com papel toalha e anestesia epidural com lidocaina 2% (Anestésico L, Eurofarma,
Campo Belo, Sédo Paulo, Brasil), na dose de 0,02 mg/kg, para reduzir os movimentos

peristalticos e o desconforto.

A coleta foi realizada com auxilio de um equipamento de ultrassonografia (Aloka 500), com
transdutor microconvexo de 7,5 MHz acoplado em guia especial para aspiracdo (WTA,
Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil). Os foliculos entre 2 — 8 mm foram puncionados com agulha
descartavel de 20 gauge (WTA, Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil) conectada via tubo de silicone
(1,20 m) a um tubo tipo Falcon e sistema de vacuo de aspiracdo (WTA, Cravinhos, Sdo Paulo,
Brasil) com pressdo negativa de 70 mmHg. O meio de coleta foi o Tissue Culture Medium

199 (TCM-199).

Apo6s a aspiragdo, o material foi filtrado através do filtro Emcon com solucdo fosfatada
tamponada (PBS — phosphate buffered saline, Nutricell, Campinas S&o Paulo, Brasil). Os
complexos cumulus oocitos (COCs) imaturos recuperados foram quantificados e classificados
morfologicamente como vidveis ou inviaveis, sendo considerados vidveis aqueles com
presenca de multiplas camadas compactas de celulas do cumulus e ooplasma homogéneo, e 0s

inviaveis os desnudos ou picnéticos, com ooplasma heterogéneos e/ou vesiculas apoptoticas.

2.2.2. Maturacéo in vitro
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O meio de MIV consistiu de TCM-199 suplementado com 10% (v:v) de soro fetal bovino
(FCS), 0,2 mM de piruvato de sédio, 25 mM de bicarbonato de sodio, 50 mg/mL de
amicacina, 0,5 mg/mL de FSH (Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), e
100 Ul/mL de hCG (Vetecor; Hertape Calier). Para MIV, os COCs selecionados foram
transferidos para microgotas de 400 puL do meio de maturacao sob éleo mineral, com 30 a 40
odcitos por gota, e mantidos em estufa por 22 - 24 horas a 38,5°C, 5% de CO, em umidade

saturada do ar.
2.2.3. Fertilizacdo in vitro

O meio de fertilizagdo consistiu de Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP), como descrito
por Parrish (1988), contendo 0,2 mM de piruvato de sédio, 6 mg/mL de BSA, 25 mM de
bicarbonato de sédio, 13 mM de lactato de sodio, 50 mg/mL de amicacina, 40 pl/mL de
solucdo PHE (concentracdo final de 20 uM de penicilamina, 10 uM de hipotaurina, 2 uM de
epinefrina), e 10 mg/mL de heparina. Sémen sexado congelado de dois touros da raca
Aberdeen Angus, de fertilidade conhecida, foi descongelado em banho-maria a 37°C por 30
segundos. Para selecdo dos espermatozoides moveis e remocdo de diluidores e plasma
seminal, foi realizada centrifugacdo em gradiente descontinuo de Percoll (200 uL de 45%
sobre 200 pL de 90%) em 3000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
contendo os espermatozoides vidveis foi ressuspendido em 1 ml de meio de fertilizag&o,
sendo novamente centrifugado a 1700 rpm por 5 min. Os espermatozoides vidveis foram,
entdo, avaliados quanto a motilidade e concentragéo, sob microscopia de luz, e colocados em

meio de fertilizacio para atingir uma concentracéo final de 1 x 10° espermatozéides/ml.

Os oo6citos maturados foram lavados uma vez em meio TLsémen e uma vez em meio de
fertilizacdo, e entdo transferidos para gota do meio de fertilizagdo (25 odcitos por 90 ul do

meio de fertilizacdo) sob 6leo mineral. Os odcitos e 0s espermatozoides presentes nas
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microgotas foram incubados por 18 a 22 horas, a 38,5°C, em atmosfera com 5% de CO; e

umidade saturada.

2.2.4. Cultivo in vitro

O meio utilizado para o cultivo (CIV) consistiu de meio SOF modificado, como descrito por
Vajta et al. (1999), suplementado com 50 mg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA e 2,5% de
(v:v) FCS. Apds a fertilizacdo (DO0), as células do cumulus foram removidas dos presumiveis
zigotos por pipetagens sucessivas, e 0s oocitos desnudos foram lavados uma vez em meio
TLsémen, uma vez em meio 50% TLsémen mais 50% SOF modificado e mais uma vez em
meio SOF modificado, e entdo transferidos em grupos de 25 odcitos para gotas de 100 pl de
meio SOF modificado (Embryo Rio Preto, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil). Os
embribes foram cultivados in vitro (CIV), a 38,5°C, 5% de CO; e umidade saturada, durante 7
dias. O meio de cultivo foi parcialmente substituido com 50 pl de meio SOF modificado

fresco em 48 horas ap06s a fertilizacdo (D3), quando foi avaliada a taxa de clivagem.

A taxa de blastocisto foi avaliada no dia sete (D7) (nimero de blastocisto/nimero de COCs).
Em seguida os embrides em estagio de blastocisto considerados grau | (B6 e Mapletoft, 2013)

foram transferidos a fresco para receptoras Nelore previamente sincronizadas.

2.2.5. Transferéncia de embrides

Todas as receptoras eram vacas Nelore, pluriparas. O intervalo médio do ultimo parto foi de
45 dias. Escore corporal variando de 2,5 — 3,5 (escala de 1 a 5, segundo Lowman et al., 1976).
As receptoras foram sincronizadas para transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF) com
0 seguinte protocolo: no primeiro dia do protocolo (DO) foi inserido dispositivo intravaginal
de progestageno (Cronipress® Mono Dose M-24, Biogénesis Bagd, Curitiba, Parana, Brasil) e

administrado 2 mg de Benzoato de Estradiol (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal, S&o Paulo,
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Brasil); no dia 8 (D8) foi retirado o dispositivo de progestdgeno concomitante com aplicacéo
de 112,5 pg de d-cloprostenol (Prolise, Tecnopec, Embu-Guagu, Sdo Paulo, Brasil), 1 mg de
benzoato de estradiol (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul de ECG
(Folligon® 5000Ul, MSD, Séo Paulo, Brazil). O dia do cio foi considerado o dia 10 (D10),
sendo sete dias ap0s realizada a inovulacdo nos animais que apresentaram corpo luteo com no

minimo 20 mm de didmetro, avaliados por ultrassonografia.

2.3. Inseminacdo artificial em tempo fixo

Para o grupo IATF os animais passaram por avaliacdo ginecologica em dia aleatério do ciclo
estral (DO0) e receberam dispositivo intravaginal de progestageno (Cronipress® Mono Dose
M-24, Biogenesis Bago, Parana, Brasil) e administracdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(Estrogin®, Biofarm, Sao Paulo, Brasil). No D8, o implante foi retirado e aplicado 1 mg de
cipionato de estradiol (ECP®, Zoetis, Brasil), 150ug de d-cloprostenol (Prolise®, Arsa,
Argentina) e 300 Ul de eCG (Folligon® 5000U1, MSD, Séo Paulo, Brasil). No D10, 48 horas
apos a retirada do implante, as vacas foram inseminadas com sémen convencional

previamente avaliado dos mesmos touros usados no grupo PIV/TETF sexado.

O diagnostico de gestacdo foi realizado 60 dias apds a inovulacdo ou inseminacédo,

dependendo do tratamento.

2.4. Andlise dos dados

No sistema IATF foi avaliada a taxa de prenhez e estimou-se em 50% a proporcéao de bezerros
machos, enquanto que para PIV/TETF considerou-se, as taxas de recuperagdo de odcitos,
clivagem e blastocisto, e a taxa de prenhez com 90% de machos produzidos (Frijters et al.,
2009). A planilha para coleta e analise dos dados foi criada dentro do escopo do projeto

Indicadores Pecuarios, desenvolvido pelo Centro de Estudos Avangados em Economia
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Aplicada (CEPEA), e pela Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA). O
objetivo foi desenvolver ferramenta de coleta de dados, e de suporte para analise dos painéis
dos sistemas de producdo em pecuaria de corte das principais regides de bovinocultura de
corte do Brasil (Mello et al., 2013). A planilha foi sistematizada segundo a metodologia
descrita em documento do Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA,
2010). Em todos os casos levou-se em conta o custo da operacdo para produzir um bezerro e
os indices zootécnicos, para os diferentes sistemas, salientando-se que os custos adicionais
como nutri¢do (suplementacdo animal), mdo-de-obra, sanidade (vacinas, antibioticos, controle
parasitario e medicamentos em geral), hormdnios para sincronizacdo de cios e ovulacdo e
manutencdo/depreciacdo das instalacbes (equipamentos e benfeitorias) foram considerados os
mesmos para ambos sistemas. Para o grupo PIVE, os custos adicionais forma o procedimento
de OPU, PIVE e inovulacdo, além do sémen sexado (4 doses). No Grupo IATF, os custos
adicionais foram o sémen convencional (239 doses) e 0 processo de inseminacdo (Tabela 1).
A anélise estatistica foi realizada utilizando-se 0 PROC GLIMMIX do SAS, e diferencas com

P<0,05 foram consideradas significativas.

3. Resultados

No processo de PIVE obteve-se média de 16,67+12,11 o0citos recuperados por procedimento
de OPU, com taxa de clivagem e de blastocisto de 63,96 % + 35,52 e 30,49% * 32,34,
respectivamente. Foram transferidos a fresco apenas os embrides considerados grau | de
qualidade (n=271) (B6 e Mapletoft, 2013), resultando em taxa de prenhez de 35,42%. Ja 0s
animais inseminados em tempo fixo (IATF) (n=239) apresentaram maior taxa de prenhez

(47,70%; P<0,05).
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Apbs os resultados de prenhez de IATF ou TETF, simulou-se a implantacdo de ambos
sistemas em uma propriedade com 1000 matrizes durante o periodo da EM, utilizando taxa de

prenhez de 80% ao final da EM com repasse de touros Nelore (Bos indicus).

Para o grupo PIVE, considerando que a citometria de fluxo, a forma de sexagem utilizada
para os espermatozoides da FIV, pode ter cerca de 90% de acuracia (Tubman et al., 2004;
Frijters et al., 2009), estimou-se, a partir da taxa de prenhez, uma taxa de nascimento de
bezerros machos cruzados de 31,9% e de fémeas cruzadas de 3,5% para os embrides PIV.
Além de 44,6% de nascimento de bezerros e bezerras produzidos por monta natural do
repasse com touros. Utilizando uma taxa de mortalidade até o desmame de 5%, as taxas de
desmame seriam 30,3% e 3,4%, respectivamente para machos e fémeas cruzados, engquanto
que de 21,2% para machos e 21,2% para fémeas de bezerros Nelore oriundos de monta

natural, totalizando 51,5% de bezerros machos e 24,5% de fémeas.

Ja para o sistema com uso da IATF, apesar da maior taxa de prenhez, estimou-se um total de
23,85% de bezerros machos e 23,85% fémeas produtos de inseminacdo, pois nesse caso se
utilizou sémen convencional com proporcao entre sexos igual (1:1) (Xu et al., 2009). Da
mesma forma, prevendo uma taxa de prenhez ao final da estacdo de monta de 80%, estimou-
se um total de 32,4% de bezerros provenientes de monta natural. Considerando 5% a taxa de
mortalidade até o desmame, 0s cruzados oriundo de IATF seriam 45,4% (22,7% machos e
22,7% fémeas) e os Nelore oriundos de Monta natural totalizando 30,6 % (15,3% machos e
15,3% fémeas). O total de bezerros machos desmamados foi de 38,0%, mesma proporcao de

fémeas.

Levando em consideracdo os valores atuais de mercado, calculou-se o custo por bezerro
produzido para cada tecnologia, resultando em 615,89 e 557,81 reais, respectivamente, para

TETF/PIV e IATF, sendo a cotacdo atual do bezerro macho 6,00 reais/kg e da fémea 4,50
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reais/kg (Scot Consultoria, julho/2016). Além disso, estimou-se para 0s animais cruzados um

peso 10% superior no desmame em relacdo aos puros (Rodrigues et al., 2015).

4. Discussao

A alta taxa de recuperacdo de odcitos observada na raca nelore (25 a 30 odcitos; Pontes et al.,
2009; Pontes et al., 2011) é um dos fatores que mantém a industria de embrides brasileira em
condicdes propicias para expansdo, ocupando o status de maior produtor de embrides PIV do
mundo (Lima et al., 2014), por ser um rebanho composto predominantemente por racas
zebuinas (B. indicus). Segundo Pontes et al. (2011), o curto intervalo entre as coletas, de no
minimo 15 dias, associado a uma média de oito embrides produzidos por procedimento de
OPU/PIV também contribui para o crescimento da PIV no Brasil (Beltrame et al., 2010;

Pontes et al., 2009).

No presente trabalho foi realizado um total de 57 procedimentos de OPU (16,67+12,11
ovocitos/OPU). A grande variacdo individual observada na populagdo folicular ovariana e
odcitos recuperados e, consequentemente, na producdo de embrides (Pontes et al., 2010;
Silva-Santos et al., 2011), torna um desafio a tomada de decisdo a cerca do nimero de
receptoras a serem sincronizadas, ja que o processo de sincronizacgdo inicia antes mesmo da
coleta dos oocitos (Beltrame et al., 2010). Nesse estudo houve variacdo de 0 a 60 odcitos

aspirados por sessdo de OPU.

A taxa de prenhez da TETF (35,42%) foi inferior a IATF (47,70%). Wilson et al. (2005),
trabalhando com vacas holandesas, também encontraram menor taxa de prenhez com o uso de
embrides produzidos in vitro com sémen sexado (24,3%) em compara¢do com vacas

inseminadas com sémen convencional (36,1%). No presente estudo, as taxas de prenhez para
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as diferentes técnicas foram semelhantes as médias observadas em outros trabalhos, tanto para
IATF com taxa média de prenhez de 50% (Sa Filho et al., 2009) como para TETF que varia
de 30 a 40% de prenhez (Pontes et al., 2009; 2010). A viabilidade da implantacdo de qualquer
biotecnologia reprodutiva ird depender dos indices zootécnicos alcancados em associacdo ao

custo de producdo.

Os indices observados nesse trabalho foram compativeis com o observado na literatura
(Pontes et al., 2009; 2010) e portanto considerados satisfatorios (PIV/TETF 35,42% x IATF
47,7%). Apesar da menor prenhez, ainda assim, o uso de sémen sexado e a propor¢do de
nascimento de bezerros machos pode viabilizar a utilizagdo dessa biotecnologia em larga
escala, para produzir animais cruzados de alta qualidade para terminacao, ja que os machos
apresentam melhor conversdo alimentar e maior rendimento de carcaga (Coutinho Filho et al.,
2006; Sa Filho et al., 2014). Além disso, bezerros cruzados desmamam em média 10% mais
pesados que bezerros puros (Rodrigues et al., 2015), agregando valor ao produto, pois a

comercializacdo € baseada no peso dos animais e no potencial genético de ganho de peso.

A citometria de fluxo, principal forma de sexagem utilizada, pode atingir cerca de 90% de
acuracia (Tubman et al., 2004; Frijters et al., 2009), entretanto, comparado ao sémen
convencional, o sexado pode apresentar baixa fertilidade (Bermejo-Alvarez et al., 2008). Mas
a PIVE associada com o uso de sémen sexado pode apresentar uma sinergia consideravel,
permitindo a aplicagédo dessas biotecnologias combinadas de forma mais eficaz (Wilson et al.,
2005; Wheeler et al., 2006), pois para a fertilizacdo in vitro (FIV) € necessario menos
espermatozoides do que para IA, reduzindo custo e melhorando o aproveitamento do sémen
sexado. Portanto, essa pode ser outra vantagem, pois o melhor uso do sémen permite utilizar

doses de valor mais elevado (Nogueira et al., 2013 a). Além disso, aumenta a proporgdo de
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animais nascidos do sexo de interesse, compensando 0 maior custo e 0s baixos indices

(Wilson et al., 2005).

Entretanto, tem sido relatada uma grande variabilidade entre touros em programas de PIVE
(Xu et al, 2006), e essa variagdo parece ser maior com o uso de sémen sexado, afetando as
taxas de desenvolvimento embrionério (Palma et al., 2008). Considerando o uso de apenas
dois touros no presente estudo, ndo foi obsevado efeito do touro nos indices de producgdo
embrionaria e taxa de gestacdo. Em vérios trabalhos ndo se observa taxa de prenhez inferior
com o uso do sémen sexado, porém isso é devido a escolha prévia do touro fornecedor do

sémen (Xu et al., 2006; Trigal et al., 2012; Pessoa et al., 2014).

A selecdo de touros eficientes para o processo de sexagem e PIV pode aumentar a eficiéncia
do processo de FIV (Zhang et al., 2003), e monitorar os resultados do sémen sexado e manter
os touros com maior fertilidade para sexagem parece ser uma boa alternativa para aumentar a

fertilidade geral do sémen sexado (Frijters et al., 2009).

Segundo Mikkola et al. (2015), trabalhando com embriGes produzidos in vivo, apesar dos
menores indices de embribes recuperados e menor taxa de gestacdo, quando comparada com o
sémen convencional, de maneira geral o uso do sémen sexado é economicamente viavel,

tendo em vista que mais animais do sexo desejado serdo produzidos com menos receptoras.

Para PIVE o custo da prenhez também pode variar de acordo com a eficiéncia do protocolo de
sincronizacdo (BO et al., 2012) e a taxa de producdo de embrides (Pontes et al., 2011) pois 0
excesso ou falta de embrides, em relacdo ao nimero de receptoras, representa desperdicio no
processo produtivo, questdo que pode ser superada com o aperfeicoamento das técnicas de

vitrificacdo, criopreservando os embrides excedentes.
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Ao utilizarem sémen convencional na PIVE, Beltrame et al. (2010), encontraram viabilidade
na implantacdo dessa tecnologia apenas quando realizada a sincronizacdo das receptoras
(TETF), reduzindo assim o custo de manutencdo com receptoras ociosas e o0 descarte dos
embrides excedentes, diminuindo significativamente o custo da prenhez. Além disso, com o
uso do protocolo de sincronizacdo da ovulacdo, se obtém otimizacdo nas taxas de
aproveitamento das receptoras aptas para transferéncia (Nogueira et al., 2013b). Dessa forma,
para a implantacdo da PIVE em um sistema, sugere-se a sincronizacdo para inovulacdo em
tempo fixo, maximizando o processo produtivo. Outro fator importante a ser considerado € a
heterose obtida nos bezerros cruzados, agregando valor a comercializacdo (Teixeira e
Albuquerqgue, 2003). Neste estudo, o0 uso da PIV/TETF permitiu a producdo de maior nimero

de bezerros cruzados (30,3% vs 23,9%).

Em relacdo aos custos gerados pelo uso de ambos os sistemas, 0 uso da IATF resultou em
menor custo de producdo do bezerro (R$ 557,81). Estima-se que os ganhos obtidos pelo uso
da TETF com embrido sexado sejam superiores aos custos (R$ 615,89) adicionais gerados,

portanto com melhor custo beneficio (Tabela 1).

E importante salientar que a escolha da biotécnica a ser utilizada n&o significa uma prenhez de
menor custo, mas sim a estimativa do retorno do investimento por ela proporcionado
(Beltrame et al., 2010). Portanto, a previséo do sexo de nascimento da prole pode viabilizar a
implantacdo dessa biotécnica para produzir animais para terminacdo com alto potencial
genético. Além disso, a expectativa da obtencdo de animais geneticamente superiores,

presumindo maior peso a desmama e menor idade de abate também devem ser observados.

Levando em consideracdo as inumeras variaveis que compdem um sistema de producéo, nao é
correta a generalizacdo dos resultados, sendo o mais importante observar a relagdo entre 0s

valores encontrados. Por exemplo, variacdo no preco do sémen ou do embrido pode alterar
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completamente o cenario apresentado, sendo necessaria a busca por melhores taxas de
prenhez e eficiéncia do sistema. Observa-se uma proximidade entre o lucro obtido com uso de
TETF e IATF, tornando mais atrativa e competitiva a utilizacdo da TETF. Porém, a escolha
da propriedade onde serd implantado o sistema PIV/TETF é de extrema importancia,
devendo-se observar as condicdes de estrutura, mdo de obra capacitada e sanidade reprodutiva
bem controlada (Pereira et al.,, 2013), permitindo alcancar melhores indices gerais na

propriedade.

Mais estudos devem ser conduzidos com intuito de tornar mais acessivel a aplicagdo dessas
tecnologias, como por exemplo, associa¢do da IATF com resincronizagao para TETF. Com as
melhorias obtidas nos processos de sexagem de espermatozoide e de PIV de embrides,
melhores indices podem ser obtidos e redugdo dos custos, tornando mais atraente a aplicacdo
dessas técnicas em larga escala. A associacdo com outras estratégias que visem reduzir 0s
custos devem ser avaliadas quanto ao custo/beneficio, como por exemplo a obtencéo de
odcitos de animais de abatedouro de animais de alto mérito genético descartados por

problemas adquiridos ou mesmo sem mérito genético conhecido (Wilson et al., 2005).

5. Concluséao

A PIVE, comparada com IATF, apresentou maior custo de implantacdo, porém maior
lucratividade na venda de animais na desmama, porém a associagdo com outras TRAS € 0 uso
estratégico em categorias animais também devem ser avaliados. Com maior valorizagdo do
bezerro de sexo definido, a utilizacdo de embrides com uso de sémen sexado € alternativa

viavel para sistemas de producédo de gado de corte.
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Tabela 1. Célculo da estimativa do custo-beneficio do uso da IATF ou PIV/TETF em 1000

vacas de corte em regime de campo.

Valor por item

Sub-total (R$)

Custo IATF
R$/Bez n° Bezerros
R$ 557,81 760 cab R$ 423.935,60
Retorno IATF
R$/Bez* n° Bezerros  Peso’  Sexo/ Origem
R$ 1.260,00 153 cab 210 kg Macho/ Nelore R$ 192.780,00
R$ 796,50 153 cab 177 kg Fémea/ Nelore R$ 121.864,50
R$ 1.386,00 227 cab 231 kg Macho/ Cruzado R$ 314.622,00
R$ 876,15 227 cab 195 kg Fémea/ Cruzada R$ 198.886,05
Total R$ 828.152,55
Total retorno IATF R$ 404.216,95
Custo PIV/TETF*
R$/Bez n° Bezerros
R$ 615,89 760 cab R$ 468.076,40
Retorno PIVITETF
R$/Bez* n° Bezerros  Peso®  Sexo/ Origem



1955

1956

1957

1958

1959

1960

R$ 1.260,00 212 cab 210kg Macho/ Nelore R$ 267.120,00
R$ 796,50 212 cab 177 kg Fémea/ Nelore R$ 168.858,00
R$ 1.386,00 303 cab 231kg Macho/ Cruzado R$ 419.958,00
R$ 876,15 34 cab 195kg Fémea/ Cruzada R$ 29.789,10
Total R$ 885.725,10

Total retorno TETF R$ 417.648,70

Diferenca TETF - IATF R$ 13.431,75

Ganho da TETF em relacédo a IATF 3,323%

T Valor em reais do Kg do bezerro, macho ou fémea, Scot Consultoria, julho/2016

2 Rodrigues et al., 2015

3 Custo do sémen: R$ 15,00
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* Custo da PIV: R$ 60,00 por embrido + R$ 150,00 por OPU, resultando em 8 embrides por

OPU.



