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RESUMO 

 

CREPALDI, G.A. Desenvolvimento do uso de sêmen sexado refrigerado na 
IATF de vacas de corte. 2023. 63f. Tese (Doutorado em Ciências) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2023. 

 

O objetivo desse estudo foi desenvolver estratégias para otimizar o uso 

do sêmen sexado refrigerado (SSR) mantido entre 15ºC e 20ºC por até 48 horas 

nos programas IATF. Assim, estudos foram realizados para: determinar a P/IA 

com SSR 48 ou 54 horas após a retirada do dispositivo intravaginal de P4 (DP4; 

Experimento 1); inseminar com SSR por até 48 horas após a liberação do sêmen 

no laboratório (TLab; Experimento 2); avaliar o impacto do processo de sexagem 

nos padrões seminais analisados pelo CASA durante 84 horas (Experimento 2a); 

estudar o efeito da redução da quantidade de espermatozoides na palheta 

contendo SSR na P/IA (Experimento 3) e a P/IA com a menor concentração de 

SSR na palheta com inseminação realizada 48 horas após TLab e 48 horas após 

a DP4 (Experimento 4). No Experimento 1, não houve interação 

tratamento*momento da IATF para P/IA (P=0,27). Também, não houve efeito do 

tratamento (P=0,09) na P/IA [Controle = 61,6% (167/271) vs SSR 4M = 54,4% 

(161/296)]. Ainda, não se verificou efeito do momento da inseminação (P=0,11) 

na P/IA realizada 48h (54,8%; 155/283) ou 54h (60,9%; 173/284) após a retirada 

do DP4. No Experimento 2, não houve interação (P=0,66) tratamento*momento 

da IA após TLab (24 ou 48 horas) na P/IA. Não houve diferença (P=0,13) na P/IA 

entre os grupos Controle (63,1%; 125/198), Convencional Refrigerado 6M 

(53,2%; 91/171) e SSR 4M (52,8%; 103/195). Ainda, não houve diferença 

(P=0,84) na P/IA quando a IATF foi realizada 24 (54,1%;167/309) ou 48 (59,6%; 

152/255) horas após a TLab. No Experimento 2a, não houve interação 

tempo*tratamento para nenhuma das variáveis analisadas. Verificou-se menor 

velocidade linear progressiva (VSL), batimento flagelar cruzado (BCF), 

Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR) e espermatozoides com movimento 

progressivo no SSR em relação ao sêmen convencional refrigerado. Contudo, o 

SSR apresentou maior percentual de células com membrana íntegra 

(eosina/nigrosina; 82,9% vs. 75,3%; P=0,001). Verificou-se redução de 

espermatozoides móveis e rápidos a partir das 72 horas e BCF a partir das 84 



 

 

horas. As demais variáveis analisadas não apresentaram diferença no tempo. 

No Experimento 3, não houve efeito (P=0,29) na P/IA entre as diferentes 

quantidades de espermatozoides na palheta de SSR. A P/IA do grupo 2M foi 

47,2% (84/178), grupo 3M foi 47,9% (82/171), grupo 4M foi 56,1% (96/171) e 

Controle 52,2% (83/159). No Experimento 4, não houve interação 

tratamento*TLab para P/IA (P=0,18). Entretanto, houve diferença entre os 

tratamentos (P=0,01). O grupo Controle apresentou P/IA de 62,5% (65/104)a, o 

grupo SSR 2M 50,4% (67/133)ab e o grupo SSR 4M 43,2% (51/118)b. Não houve 

diferença na P/IA entre os diferentes TLab (P=0,37), sendo 53,8% (64/119) para 

24h e 50,4% para 48h (119/236). Conclui-se que o processo de sexagem não 

comprometeu a P/IA em relação ao sêmen convencional, quando a inseminação 

foi realizada com SSR. Além disso, foi possível inseminar com SSR 48 horas 

após a retirada do DP4 sem reduzir a P/IA. Também, foi possível reduzir a 

quantidade de espermatozoides na palheta para 2 milhões e realizar a 

inseminação com SSR até 48 horas após TLab sem comprometer a P/IA. 

 

Palavras-chave: sêmen sexado, sêmen refrigerado, IATF, vaca de corte 

  



 

 

ABSTRACT  

 

CREPALDI, G. A. Development of the use of liquid sexed semen in TAI of 
beef cows. 2023. 63f. Thesis (Doctorate in Sciences) – School of Veterinary 
Medicine and Animal Science, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2023. 

 

The aim of this study was to develop strategies to optimize the use of liquid 

sexed semen (LSS) in TAI, kept between 15ᵒC and 20ᵒC for up to 48 hours. To 

this end, four studies were carried out to determine the P/AI with LSS, 48 or 54 

hours after P4 withdrawal (Experiment 1), to inseminate with LSS for up to 48 

hours after the release of semen in the laboratory (TLab; Experiment 2), to 

evaluate the impact of the sexing process on the seminal patterns evaluated by 

CASA during 84 hours (Experiments 2a), the effect of reducing the amount of 

sperm in the LSS straw on the P/AI (Experiment 3) and the P/AI of LSS with lower 

concentration in the straw with insemination performed 48 hours after TLab and 

48 hours after removal of P4 (Experiment 4). In Experiment 1, there was no 

interaction between treatment* time of TAI for P/AI (P=0.27). Also, there was no 

treatment effect (P=0.09) on P/AI [Control = 61.6% (167/271) vs 4M LSS = 54.4% 

(161/296)]. Also, there was no effect of the time of insemination (P=0.11) on the 

P/AI performed 48h (54.8%; 155/283) or 54h (60.9%; 173/284) after P4 device 

removal. In Experiment 2, there was no interaction (P=0.66) between 

treatment*time of AI after TLab (24 or 48 hours) on P/AI. There was no difference 

(P=0.13) in the P/AI between the Control (63.1%; 125/198), Liquid Conventional 

6M (53.2%; 91/171) and LSS 4M (52.8% ;103/195). Still, there was no difference 

(P=0.84) in P/AI when TAI was performed 24 (54.1%;167/309) or 48 (59.6%; 

152/255) hours after semen output from the lab. In Experiment 2a, there was no 

time*treatment interaction for any of the analyzed variables. There was lower 

VSL, BCF, LIN, STR and spermatozoa with progressive movement in the LSS 

compared to conventional liquid semen. However, the LSS showed a higher 

percentage of cells with an intact membrane (eosin/nigrosin; 82.9% vs. 75.3%; 

P=0.001). There was a reduction in mobile and fast spermatozoa after 72 hours 

and BCF after 84 hours. The other analyzed variables showed no difference thru 

the time. In Experiment 3, there was no difference (P=0.29) for P/AI between the 

different amounts of sperm in the LSS straw. The P/AI of the 2M group was 47.2% 



 

 

(84/178), 3M group was 47.9% (82/171), 4M group was 56.1% (96/171) and 

Control 52.2% (83 /159). In Experiment 4, there was no treatment*TLab 

interaction for P/AI (P=0.18). However, there was difference between treatments 

(P=0.01). The Control group had a P/AI of 62.5% (65/104)a, the 2M LSS group 

50.4% (67/133)ab and the 4M LSS group 43.2% (51/118)b. There was no 

difference in P/AI between the different TLabs (P=0.37), being 53.8% (64/119) 

for 24h and 50.4% for 48h (119/236). It is concluded that the sexing process did 

not compromise the P/AI in relation to conventional semen, when the 

insemination was performed with LSS. Furthermore, it was possible to inseminate 

with LSS 48 hours after P4 withdrawal without reducing P/AI. Also, it was possible 

to reduce the number of spermatozoa in the straw to 2 million and perform 

insemination with LSS up to 48 hours after TLab without compromising P/AI. 

 

Keywords: sexed semen, liquid semen, TAI, beef cows 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  A determinação do sexo na bovinocultura de corte e de leite pode ser um 

dos fatores determinantes para melhorar o desempenho produtivo e econômico 

da atividade. Em fazendas com um sistema de parto sazonal, o uso de sêmen 

sexado no início do período de reprodução garante que todas as novilhas de 

reposição nasçam no início do período de parição. Estudos foram indicativos de 

que a antecipação do momento do parto das bezerras (futuras matrizes) oferece 

vantagens para a criação em bloco de novilhas de reposição e garante que as 

novilhas atinjam o peso corporal alvo no momento do primeiro acasalamento e 

do primeiro parto (VISHWANATH; MORENO, 2018; FREITAS et al., 2021). Em 

fazendas de corte comerciais, o macho é o sexo de interesse devido maior 

potencial de produção. Além disso, existe a possibilidade de aumentar a 

produção de touros em fazendas que comercializam animais de elevado valor 

genético avaliados pelos programas de melhoramento. Esses touros serão 

utilizados para monta natural ou para repasse de matrizes inseminadas que não 

se tornaram gestantes em fazendas de corte comerciais (SEIDEL; 

DEJARNETTE, 2022). Além disso, considerando a pecuária leiteira, nascem 

menos bezerros machos de baixo valor, com a consequente redução de distocia 

(NORMAN et al., 2010) e de problemas de bem-estar dos bezerros (HÖTZEL et 

al., 2014). Em fazendas de corte tecnificadas, pode-se utilizar touros com 

características maternais para a produção de fêmeas nas matrizes de mérito 

genético superior. Em contrapartida, pode-se direcionar a seleção genética para 

características frigoríficas objetivando a produção de machos em matrizes de 

mérito genético inferior, visando melhorar a produtividade do sistema de 

produção de carne. Considerando os diferentes objetivos de produção, alguns 

estudos foram desenvolvidos com o objetivo de se predizer e/ou manipular a 

proporção do sexo dos bezerros.  

  Em fazendas de corte, a inseminação artificial é a biotecnologia mais 

utilizada para disseminar o melhoramento genético. Com o desenvolvimento da 

técnica de IATF, o uso da inseminação artificial aumentou em grande escala. No 

Brasil, entre 2002 e 2022, a taxa de crescimento anual composta da IATF foi de 

31,8% atingindo mais de 25 milhões de protocolos comercializados e 

representou em 97% de todas as inseminações (BARUSELLI et al., 2023). No 
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mesmo período, o número de doses de sêmen comercializadas cresceu de 7,1 

milhões para 26 milhões (INDEX ASBIA, 2023). Portanto, pode-se inferir que a 

possibilidade de crescimento do uso do sêmen sexado está condicionado à sua 

adequação ao protocolo de IATF. Os principais entraves para esse crescimento 

são o momento da inseminação no protocolo de sincronização e a taxa de 

prenhez (P/IA) em relação ao resultado obtido com sêmen convencional. Seidel 

& DeJarnette (2022) estimam que nos Estados Unidos o sêmen sexado 

representa um terço das inseminações em vacas de leite. Entretanto, em vacas 

de corte, o número não ultrapassa 2%. No Brasil, de acordo com o relatório da 

Associação Brasileira de Inseminação Artificial (ASBIA), em 2023 

aproximadamente 15% das doses vendidas para vacas de leite foram de sêmen 

sexado. No corte, esse número representa apenas 0,15% (INDEX ASBIA 2023). 

Diversos estudos mostram que o sêmen sexado congelado atinge P/IA entre 

80% e 90% do obtido com o sêmen convencional (BARUSELLI et al., 2007; 

SALES et al., 2011; SEIDEL, 2014). Aprimorar essa relação para próximo de 

100% é fundamental para que a técnica seja utilizada sem reduzir a eficiência 

reprodutiva e, consequentemente, sem prejuízo financeiro nas fazendas de 

corte. Uma hipótese para a diminuição dos índices de fertilidade após o uso de 

sêmen sexado é o menor tempo de viabilidade do espermatozoide, associado 

com diferentes padrões de motilidade espermática (SCHENK et al., 2006). 

Alguns autores relatam que o sêmen sexado necessita de menos tempo para a 

capacitação devido ao processo de sexagem por meio da separação por 

citometria de fluxo (LU et al., 2004). Dessa maneira, estudos desenvolvidos com 

sêmen sexado congelado mostram que a IATF apresenta melhores resultados 

quando realizada 60 horas após a retirada do dispositivo de P4 (SOUZA et al., 

2007; SALES et al., 2011), o que ocasiona alteração de manejo e do momento 

de inseminação nas fazendas. O ajuste do horário para que todos os manejos e 

a inseminação ocorram em um período mais adequado do dia (iniciar após às 7 

horas da manhã e finalizar até às 18 horas), sem redução da P/IA, é 

imprescindível para o aumento da utilização do sêmen sexado.  

  Em um estudo retrospectivo, Souza et al., (2018) avaliaram o resultado de 

37.281 inseminações, parte realizada com sêmen refrigerado (18.042 IA com 

sêmen refrigerado mantido entre 2ºC e 7ºC por até 24 horas) e parte realizada 

com sêmen congelado (19.239 IA com sêmen congelado). Os autores 
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encontraram uma P/IA superior nas vacas inseminadas com sêmen refrigerado 

(36,6%) do que nas inseminadas com sêmen congelado (30,8%). Yang et al., 

(2018) citam que a dose inseminante para sêmen refrigerado pode ser 10 vezes 

menor do que a do sêmen congelado para obtenção da mesma taxa de não 

retorno aos 24 dias após a IA (67,6% para o sêmen refrigerado vs. 67,8% para 

o sêmen congelado). Murphy et al., (2016) avaliaram diferentes temperaturas 

(5ºC, 15ºC, 22vC e 32ºC) para manutenção do sêmen refrigerado por 5 dias. Os 

autores observaram que o sêmen refrigerado mantém padrões laboratoriais 

aceitáveis por 5 dias em temperaturas entre 5ºC e 22ºC. Contudo, a temperatura 

de 15ºC foi mais eficiente em manter a motilidade após o primeiro dia de 

avaliação. Wiebke et al., (2023) compararam o uso de sêmen refrigerado 

(mantido entre 13ºC e 20ºC) com o sêmen congelado. Nesse estudo a P/IA foi 

superior no sêmen refrigerado em relação ao sêmen congelado (45,4% vs. 

33,7%; P=0,016), sobretudo em animais com ovulação atrasada (46,8% vs. 

27,7%; P=0,017). Dessa forma, os autores acreditam que o uso de sêmen 

refrigerado pode prolongar a viabilidade seminal na IA. Xu (2014) avaliou o uso 

de sêmen sexado refrigerado comparado ao sêmen convencional (não sexado) 

refrigerado em um estudo com 98.335 inseminações. Os resultados mostraram 

que foi possível atingir uma relação de 95% de taxa de não retorno do sêmen 

sexado em relação ao sêmen convencional. Além disso, a taxa de prenhez do 

sexo desejado foi de aproximadamente 86% nas fêmeas inseminadas com 

sêmen sexado contra 52% nas fêmeas inseminadas com sêmen convencional. 

Ainda, novas possibilidades de uso para o sêmen sexado seguem sendo 

estudadas como o sistema “somente novilhas/zero vacas” proposto por Seidel & 

Whittier (2015) e revisado por Seidel & DeJarnette (2022). Nesse modelo, as 

novilhas de corte seriam inseminadas com sêmen sexado de fêmea para parirem 

até os 24 meses de idade. Ainda, as bezerras nascidas nesse modelo seriam 

desmamadas aos 3 meses de idade. Assim, as primíparas seriam abatidas até 

os 28 meses de idade, garantindo uma bonificação pela carcaça jovem. Contudo, 

ainda seria necessário recorrer à compra externa de novilhas ou bezerras, visto 

que a taxa de natalidade não é de 100% e o sêmen sexado não garante todos 

os nascimentos do sexo desejado. Outra possibilidade descrita por Seidel & 

DeJarnette (2022) é que o uso do sêmen sexado possibilita a seleção para 

aumentar o dimorfismo sexual nos rebanhos de corte. De acordo com os autores, 
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com sêmen convencional é necessário buscar uma genética que seja equilibrada 

na produção de machos e de fêmeas ou seja, com características maternais e 

terminais presentes no mesmo reprodutor. Por exemplo, não se seleciona 

exclusivamente para ganho de peso com o objetivo de evitar fêmeas com peso 

corporal excessivo, o que eleva o custo de mantença e dificulta a reconcepção. 

Com o uso do sêmen sexado é possível produzir fêmeas filhas de touros que 

transmitem características de habilidade materna e machos filhos de touros que 

transmitem elevado ganho de peso. 

O presente trabalho com sêmen sexado refrigerado visou adequar o 

momento da inseminação artificial nos programas de IATF, com o objetivo de 

melhorar o manejo nas fazendas de corte e de incrementar a P/IA. Considerando 

a vastidão do território nacional e a distância logística das fazendas em relação 

aos centros de coleta e processamento de sêmen (CCPS) e dos laboratórios de 

sexagem de sêmen, foram realizados estudos para avaliar a viabilidade de 

inseminar com sêmen refrigerado sexado por um período maior após a sua 

produção no laboratório. Ainda, foram avaliadas diferentes quantidades de 

espermatozoides por palheta para estabelecer a dose mínima inseminante com 

sêmen sexado. Portanto, a hipótese do presente estudo é de que o processo de 

sexagem não compromete a fertilidade quando a inseminação é realizada com 

sêmen sexado refrigerado e que o emprego de sêmen sexado refrigerado 

permite manter o horário da IATF similar ao horário utilizado rotineiramente na 

IATF com sêmen convencional congelado. Além disso, o presente estudo tem 

como hipótese que a redução da quantidade de espermatozoides na palheta não 

prejudica a P/IA em relação ao sêmen convencional por até 48 horas após a 

saída do laboratório. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. HISTÓRICO DA SEXAGEM DE SÊMEN 

 

 Os trabalhos de pesquisa com sêmen sexado tiveram início em meados 

da década de 1970 e culminaram com a publicação do artigo do Dr. Larry 

Johnson do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA) em 1989 (JOHNSON; 

FLOOK; HAWK, 1989). Os autores demostraram que era possível direcionar o 

sexo da gestação tanto para machos quanto para fêmeas pela seleção do 

espermatozoide por sonda fluorescente, sem comprometer a integridade da 

célula espermática. O citômetro de fluxo mede a quantidade de DNA no 

espermatozoide. Os espermatozoides X de bovinos têm cerca de 4% mais DNA 

do que os espermatozoides Y (SEIDEL, 2014). O sucesso dessa tecnologia foi 

confirmado pelo nascimento de coelhos vivos após a aplicação da sexagem do 

espermatozoide (JOHNSON; FLOOK; HAWK, 1989).  

 O corante Hoechst 33342 se liga ao DNA do espermatozoide sem causar 

toxicidade ou prejudicar a função espermática. O processo de sexagem depende 

da difusão de corante Hoechst 33342 através da membrana celular intacta, 

ligando-se seletivamente aos pares de bases A/T (PENFOLD et al., 1998; 

GARNER; SEIDEL, 2008; GARNER, 2009). O citômetro então quantifica a 

diferença de DNA entre os espermatozoides utilizando dois detectores de 

fluorescência que medem a intensidade do Hoechst H33342 ligado ao DNA 

quando estimulados por um laser. O citômetro separa os espermatozoides em 

gotas únicas que posteriormente recebem uma carga para separar as duas 

populações (X ou Y). Placas carregadas com cargas positiva ou negativa 

permitem que as populações sejam separadas, desviando o fluxo contendo os 

espermatozoides X ou Y. A configuração do software também permite que 

células mortas ou com patologia sejam descartadas (VISHWANATH; MORENO, 

2018). Os avanços na seleção das células por citometria de fluxo continuaram a 

ser desenvolvidos e foi possível selecionar ejaculados com alta pureza para X 

ou Y (SHARPE; EVANS, 2009). Concomitantemente, estudos de campo foram 

realizados com o objetivo de inseminar com sêmen sexado com baixas 

concentrações de espermatozoides por palheta (SEIDEL, 2012).  
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Desde então, a citometria de fluxo continua a ser o único método viável 

para classificar os espermatozoides e gerar gestações do sexo desejado 

(VISHWANATH; MORENO, 2018). O processo de sexagem sofreu diversos 

avanços, tanto no manuseio do espermatozoide quanto na preparação para a 

sexagem. Houve também melhorias significativas na tecnologia de classificação, 

como processamento digital avançado e automação, o que tornou o processo 

mais eficiente e com P/IA mais próximo ao sêmen convencional (SHARPE; 

EVANS, 2009; VISHWANATH, 2014). Técnicas alternativas para sexagem foram 

pesquisadas, mas falham principalmente na precisão, repetibilidade e aplicação 

prática (revisado por SEIDEL, 2012) 

Mais recentemente, novas alterações no processo foram realizadas com 

a implementação da tecnologia SexedULTRA® que aumentou significativamente 

a prenhez do sêmen sexado em relação à metodologia anteriormente utilizada 

(tecnologia Legacy; VISHWANATH, 2014; BARUSELLI, et al., 2017). As 

principais alterações incluíram um novo protocolo para pré-tratar o 

espermatozide antes da etapa de coloração e também um novo meio de 

coloração que equilibrou o pH e se manteve estável por um período prolongado. 

O meio de congelamento também foi modificado levando em conta a menor 

concentração de espermatozoides presente na dose de sêmen sexado 

(VISHWANATH; MORENO, 2018). 

 

2.2. INSEMINAÇÃO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO (IATF) COM SÊMEN 

SEXADO 

 

Diversos estudos relatam que o uso de sêmen sexado resulta em P/IA 

inferior ao sêmen convencional (BARUSELLI et al., 2007; SALES et al., 2011; 

SEIDEL, 2014). Uma hipótese para a diminuição dos índices de fertilidade após 

o uso de sêmen sexado é o menor tempo de viabilidade do espermatozoide, 

associado com diferentes padrões de motilidade espermática (SCHENK et al., 

2006). Alguns autores relataram que o sêmen sexado necessita de menos tempo 

para a capacitação espermática devido ao processo de sexagem por meio da 

separação por citometria de fluxo (LU et al., 2004).  

Programas de sincronização da ovulação para inseminação em 

momentos programados podem contribuir para o uso de sêmen sexado. Vacas 
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de corte e de leite sincronizadas com progesterona e estradiol ovulam cerca de 

70-72h após a retirada dos dispositivos quando a indução é com cipionato de 

estradiol no momento da retirada do dispositivo ou benzoato de estradiol 24 

horas após a retirada do dispositivo (SOUZA et al., 2006, BARUSELLI et al AL., 

2007, SALES et al., 2012, CREPALDI et al., 2019). Porém, quando o benzoato 

de estradiol é utilizado como indutor de ovulação no momento da retirada do 

dispositivo de progesterona, a ovulação ocorre aproximadamente 60 horas 

depois da injeção (CREPALDI et al., 2019). Souza et al., (2007) avaliaram o 

efeito da inseminação realizada em momento mais próximo à ovulação estimada 

após protocolos de sincronização da ovulação em vacas Nelore paridas entre 30 

e 60 dias. As inseminações foram realizadas em tempo fixo com o sêmen 

convencional (40x106 espermatozoides/dose) ou com sêmen sexado (2.1x106 

espermatozoides/dose), 54 horas ou 60 horas após a retirada da fonte de 

progesterona. Não foi verificada diferença na P/IA à IATF com sêmen sexado 

quando a IA foi realizada 60 horas após a retirada da P4 em relação a IATF com 

sêmen convencional. Além disso, não houve diferença na P/IA entre o uso do 

sêmen convencional (58,9%), sexado-X (52,0%) e sexado-Y (49,0%). No mesmo 

sentido, Carvalho et al., (2010) encontraram desenvolvimento embrionário 

similar entre embriões macho ou fêmea produzidos com sêmen sexado. 

Em um estudo realizado por Sales et al., (2011), também se avaliou o 

efeito do atraso no momento da IATF (60 horas após a retirada) com sêmen 

sexado em novilhas Jersey cíclicas sincronizadas e inseminadas em tempo fixo. 

Os animais foram inseminados 54 ou 60 horas após retirada da fonte de P4. Os 

autores observaram uma tendência de interação entre o tipo de sêmen e o 

momento da IATF na taxa de concepção (P=0,06). Observou-se aumento da 

taxa de concepção quando a IATF foi realizada com sêmen sexado 60 horas 

após a retirada do dispositivo de progesterona, mas não se verificou esse efeito 

com o sêmen convencional.  

Souza et al. (2008) avaliaram o efeito de uma maior aproximação do 

momento da IATF em relação ao momento da ovulação esperada (IATF 

realizada 60 ou 64 horas após a retirada da fonte de P4). Os autores verificaram 

redução na taxa de concepção quando a IATF foi realizada 64 horas após a 

retirada da fonte de P4, sugerindo que o momento mais adequado para 

realização da IATF com sêmen sexado congelado seria 60 horas após a retirada 
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da fonte de progesterona, ou seja, 10 a 12 horas antes da ovulação estimada. 

Esse intervalo coincide com o encontrado por Sá Filho et al. (2010a) que utilizou 

a radiotelemetria para detecção do estro e posterior inseminação convencional. 

Nesse sentido, Neves (2010) avaliou qual o melhor momento para realizar a IATF 

com sêmen sexado em relação ao momento da ovulação após o protocolo de 

sincronização. Foram inseminadas vacas de cortes lactantes com sêmen sexado 

36, 48 ou 60 horas após a retirada do dispositivo de progesterona. Todas as 

vacas foram submetidas a ultrassonografia de 12 em 12 horas para avaliar o 

momento da ovulação. O autor verificou que o melhor momento para 

inseminação após o protocolo de sincronização foi mais próximo à ovulação (até 

12 horas antes da ovulação) e em fêmeas recém ovuladas.  

Com o objetivo de identificar as fêmeas mais férteis para uso do sêmen 

sexado após a sincronização da ovulação, Sá Filho et al., (2012) verificaram que 

quanto maior o tamanho do folículo dominante, maior a probabilidade de prenhez 

30 dias após a IATF. Os autores verificaram também que fêmeas que aceitam a 

monta após o protocolo de sincronização têm aumento da P/IA, tanto com sêmen 

convencional quanto com sêmen sexado. Baruselli et al., (2017) verificaram 

interação entre a manifestação do estro e a utilização do sêmen sexado ou 

convencional. Os pesquisadores encontraram a mesma P/IA nas fêmeas que 

manifestaram estro quando inseminadas com sêmen convencional ou sexado. 

Entretanto, nas fêmeas que não manifestaram estro, o sêmen convencional 

resultou em P/IA maior que o sêmen sexado. Contudo, independentemente do 

tipo de sêmen utilizado, as fêmeas que manifestaram estro apresentaram maior 

P/IA. 

Novos estudos foram conduzidos com o intuito de reduzir o número de 

manejos nos protocolos de IATF com sêmen sexado. Para isso, vacas Nelore 

lactantes foram submetidas a dois diferentes protocolos de sincronização da 

ovulação (SÁ FILHO et al. 2010b). Os autores avaliaram a possibilidade de 

realizar o tratamento com benzoato de estradiol no momento da retirada do 

dispositivo de P4 (3 manejos) contra o protocolo controle que utiliza 4 manejos 

(tratamento com benzoato de estradiol 24 horas após a remoção do dispositivo). 

As inseminações com sêmen sexado foram realizadas aproximadamente 10 

horas antes do momento da ovulação estimada (IA 60 horas após a retirada no 

grupo de 4 manejos e IA 50 horas após a retirada no grupo de 3 manejos). Os 
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autores não encontraram diferença na P/IA entre os diferentes tratamentos. No 

mesmo sentido, Silva et al., (2018) avaliaram diferentes tratamentos para induzir 

a ovulação. Os autores encontram maior P/IA em vacas Nelore inseminadas com 

sêmen sexado quando a indução da ovulação foi induzida com cipionato de 

estradiol no momento da retirada do dispositivo de P4 (3 manejos) do que 

quando foi utilizado benzoato de estradiol no protocolo de 4 manejos 

(administração de BE 24 horas após a retirada do dispositivo de P4). Esse estudo 

é indicativo de que o tratamento com cipionato de estradiol como indutor de 

ovulação no momento da retirada do dispositivo de P4 pode ser utilizado com 

eficácia superior ao benzoato de estradiol nos protocolos de IATF com sêmen 

sexado.  

Em estudo não publicado (MARQUES, 2018; comunicação pessoal), foi 

avaliado o efeito do aumento da concentração de espermatozoides na palheta 

(6 ou 8 millhões) na P/IA com sêmen sexado congelado. Foi utilizado o protocolo 

com cipionato de estradiol na retirada da fonte de P4 e IATF 60h após a retirada 

do dispositivo. O autor encontrou as seguintes P/IA para os grupos com 4 

(63,6%%; 63/99), 6 (59,2%; 58/98) ou 8 (52,8%;47/89) milhões de 

espermatozoides na dose de sêmen sexado congelado, indicando não haver 

efeito positivo de concentração superior a 4 milhões de espermatozoides na 

palheta de sêmen sexado congelado. 

 

2.3. USO DE SÊMEN REFRIGERADO NA INSEMINAÇÂO ARTIFICIAL 

 

  Os estudos sugerem que há benefício na P/IA quando se usa sêmen 

refrigerado para inseminação artificial, tanto após observação de cio (MURPHY 

et al., 2016) quanto na IATF (BORGES-SILVA et al., 2016; CRESPILHO et al., 

2012; PAPA et al., 2015; RESENDE et al., 2018). Há divergências quando se 

avalia a P/IA quando o sêmen refrigerado é comparado ao sêmen congelado 

quanto à concentração espermática utilizada (BUCHER et al., 2009), o tipo de 

palheta, a composição do diluidor (VERBERCKMOES et al., 2005) e o tempo e 

temperatura utilizados (MURPHY et al., 2016). Alguns autores divergem quanto 

a P/IA do sêmen refrigerado por 48 horas a 5°C quando comparado ao sêmen 

congelado. Crespilho et al., (2014) encontraram diminuição da P/IA com sêmen 

refrigerado em relação ao sêmen congelado. Entretanto, Tarragó (2017) 
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encontrou P/IA similar entre o sêmen refrigerado e sêmen congelado. Borges-

Silva et al., (2019) também encontrou P/IA similar entre o sêmen criopreservado 

e o sêmen refrigerado por 24 ou 48 horas após a coleta.  

A temperatura ótima de armazenamento do sêmen pode depender da 

espécie envolvida e da tecnologia de diluição do sêmen implementada. Em um 

recente estudo realizado por Wiebke et al., (2023), verificou-se maior risco de 

prenhez com sêmen refrigerado comparado ao sêmen congelado dos mesmos 

touros. Nesse estudo, o sêmen foi refrigerado a 4°C e mantido em recipiente 

térmico. O sêmen era descartado quando atingia a temperatura de 20°C. Os 

autores também observaram tendência de redução na P/IA em vacas que 

atrasaram a ovulação e foram inseminadas com sêmen congelado, mas esse 

efeito não foi verificado em fêmeas inseminadas com sêmen refrigerado. Um 

estudo realizado com o meio CAPROGEN® indica que uma temperatura entre 

18 e 24°C pode manter a fertilidade do sêmen bovino por até 4 dias sem redução 

na fertilidade (revisado por VISHWANATH; SHANNON, 2000). Murphy et al., 

(2016) observaram queda linear e constante na motilidade do sêmen refrigerado 

entre o dia da coleta e o quinto dia. Entretanto, os autores verificaram que o 

sêmen mantido a 15°C manteve motilidade superior ao sêmen mantido a 5°C, 

22°C ou 32°C, sendo 32°C a temperatura que provocou maior comprometimento 

dos espermatozoides. Os autores encontraram também interação entre a 

concentração de espermatozoides na palheta e o tempo de uso após o 

processamento do sêmen. Verificou-se queda na P/IA quando foi utilizada a 

concentração de 3 ou 4 milhões de espermatozoides por dose inseminante, o 

que não ocorreu quando dose de 5 milhões foi utilizada. Ainda, verificou-se 

interação entre touro e a concentração da dose. Os pesquisadores encontraram 

menor taxa de não retorno de um dos reprodutores com 5 milhões de 

espermatozoides por palheta no segundo dia após a coleta quando comparado 

com o primeiro dia após a coleta. Entretanto, nos demais touros não foi 

observada essa diferença. Em contrapartida, Murphy et al., (2013) constataram 

que a redução do número de espermatozóides por dose inseminante pode 

otimizar não apenas o aumento do uso de touros jovens geneticamente 

selecionados durante uma curta estação reprodutiva, mas também prolongar o 

armazenamento de sêmen refrigerado devido aos menores níveis de estresse 

oxidativo.  
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Com o objetivo de avaliar o desempenho reprodutivo de novilhas e vacas 

de leite inseminadas com sêmen sexado refrigerado a 18°C ou congelado, 

Maicas et al., (2019) encontraram similar P/IA entre o sêmen sexado refrigerado 

e o sêmen convencional congelado em novilhas. Entretanto, os autores 

verificaram que o sêmen sexado congelado apresentou resultado inferior ao 

sêmen convencional congelado. Ainda, em multíparas, o sêmen convencional 

congelado apresentou P/IA superior aos grupos inseminados com de sêmen 

sexado congelado e refrigerado. Em outro estudo, Xu (2014) verificou que a 

relação da taxa de não retorno entre o sêmen sexado refrigerado e o sêmen 

convencional congelado foi de 94%, ante a relação de 70% a 80% obtidos em 

estudos realizados com sêmen sexado congelado (SEIDEL; SCHENK, 2008; 

DEJARNETTE; NEBEL; MARSHALL, 2009). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. ANIMAIS E MANEJO 

 

O estudo foi conduzido em fazendas comerciais localizadas no Mato 

Grosso e Mato Grosso do Sul, na região Centro Oeste do Brasil. Um total de 

2.326 fêmeas Nelore, sendo 269 Novilhas e 2.057 vacas paridas foram usadas 

nesse estudo. As fêmeas foram mantidas a pasto com livre acesso à 

suplementação mineral e água. O presente estudo atendeu as normas e 

princípios éticos de experimentação animal da Comissão de Bioética da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo – 

SP (FMVZ; protocolo número 6289070622). 

 

3.2. TRATAMENTO HORMONAL 

 

Esse estudo foi desenvolvido em uma sequência de quatro experimentos. 

Todas as fêmeas foram sincronizadas com o protocolo que utiliza como base 

tratamentos com E2 e P4 (Figura 1). No D0, as fêmeas receberam 2mg de 

benzoato de estradiol e um dispositivo contendo 1g de P4. As novilhas 

(Experimento 1) receberam uma dose adicional de 0,530mg de Cloprostenol 

sódico no início do protocolo de sincronização (D0). Oito ou nove dias depois, o 

dispositivo de progesterona foi retirado e todas as fêmeas receberam uma dose 

de 0,530mg de Cloprostenol sódico. Nesse mesmo dia, as vacas paridas 

receberam 1mg de Cipionato de estradiol e 300UI de eCG enquanto as Novilhas 

receberam 0,5mg de Cipionato de estradiol e 200UI de eCG. Dois dias após a 

retirada (D10), as fêmeas foram inseminadas de acordo com o protocolo 

experimental.  
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Figura 1. Protocolo base de sincronização com P4+E2 utilizado nos 

Experimentos 1,2,3 e 4. 

 

3.3. COLETA E PROCESSAMENTO DO EJACULADO 

 

Concomitante ao período de sincronização das fêmeas, o sêmen foi 

coletado na Seleon Biotecnologia no município de Itatinga, SP. Em seguida, o 

sêmen foi transportado para Indaiatuba-SP, na sede da Sexing Technologies, 

para processamento. Em cada experimento, os mesmos touros da raça Nelore 

foram utilizados em todos os tratamentos e a mesma partida de sêmen (mesmo 

ejaculado) foi utilizada no grupo controle e nos tratamentos com sêmen 

refrigerado. Para tanto, o ejaculado foi dividido após a coleta para o 

processamento e produção do sêmen sexado e convencional. A alíquota 

destinada aos diferentes tratamentos foi enviada para sexagem e posterior 

refrigeração, enquanto uma parcela do ejaculado foi retirada para 

processamento e congelação convencional (Grupo Controle). O sêmen 

congelado foi mantido nos botijões criogênicos e as doses foram descongeladas 

a 36°C por 20 segundos para a inseminação artificial. O sêmen refrigerado foi 

acondicionado em palhetas de 0,25ml e mantidos em caixas próprias com 

temperatura entre 15°C e 20°C entre a liberação no laboratório e a IATF. Após 

as caixas serem fechadas no laboratório, só foram abertas novamente no 

momento da inseminação. As doses foram retiradas das caixas e montadas 

diretamente no aplicador de sêmen, sem nenhum tratamento adicional. O 

transporte entre o laboratório e a fazenda foi realizado de carro com o objetivo 

de garantir que o tempo entre a liberação no laboratório e a IATF estivesse no 

período previsto. 
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3.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

  Os animais do presente estudo foram divididos em 4 experimentos 

sequenciais.  

 

3.4.1. Experimento 1 – Efeito do momento da IATF com sêmen sexado 

refrigerado (48 vs. 54h da retirada do dispositivo de progesterona) na P/IA 

de fêmeas Nelore. 

 

No Experimento 1, um total de 567 fêmeas Nelore (269 nulíparas e 298 

multíparas) com escore de condição corporal (ECC) de 2,97±0,49 foram 

divididos de maneira equilibrada em 4 grupos experimentais para inseminação 

com sêmen sexado refrigerado com 4 milhões de espermatozoides (4M; N=296) 

ou sêmen convencional congelado com 25 milhões de espermatozoides (N=271) 

e inseminadas 48 (N=283) ou 54 (N=284) horas após a retirada do dispositivo 

intravaginal de progesterona em um delineamento fatorial 2x2 (Figura 2). 

Portanto, aproximadamente metade das fêmeas em cada momento recebeu 

sêmen sexado refrigerado (N=140 às 48h e N=156 às 54h) ou sêmen 

convencional congelado (N=143 às 48h e N=128 às 54h) de três diferentes 

touros.  

 

 

Figura 2. Delineamento do Experimento 1 - Efeito do momento da IATF com 

sêmen sexado refrigerado (48 vs. 54h da retirada do dispositivo de progesterona) 

na P/IA de fêmeas Nelore 
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3.4.2. Experimento 2 – Momento da IATF após a liberação do sêmen no 

laboratório (24 ou 48 horas) na P/IA de vacas Nelore inseminadas com 

sêmen sexado refrigerado. 

 

No Experimento 2, 564 multíparas Nelore com ECC de 2,77±0,01 foram 

distribuídas de maneira equilibrada em 6 grupos experimentais para 

inseminação com sêmen sexado refrigerado com 4 milhões de espermatozoides 

na palheta (N=195), sêmen convencional refrigerado com 6 milhões de 

espermatozoides na palheta (6M; N=171) ou sêmen convencional congelado 

com 25 milhões de espermatozoides na palheta (N=198). As inseminações foram 

realizadas 24 (N=309) ou 48 (N=255) horas após a liberação do sêmen no 

laboratório em um delineamento fatorial 3x2 (Figura 3). Todas as inseminações 

foram realizadas 48 horas após a retirada do dispositivo de progesterona. 

Portanto, aproximadamente um terço das fêmeas em cada momento recebeu 

sêmen sexado refrigerado 4M (N=106, 24h após a liberação e N=89, 48h após 

a liberação), convencional refrigerado 6M (N=95, 24h após a liberação e N=76, 

48h após a liberação) ou convencional congelado (N=108, 24h após a liberação 

e N=90, 48h após a liberação) de três diferentes touros.  
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Figura 3. Delineamento do Experimento 2. - Momento da IATF após a liberação 

do sêmen no laboratório (24 ou 48 horas) na P/IA de vacas Nelore inseminadas 

com sêmen sexado refrigerado (TLab = intervalo entre a liberação do sêmen 

refrigerado no laboratório e a inseminação artificial). 

 

3.4.2.1. Experimento 2a – Avaliação laboratorial de sêmen refrigerado 

(convencional ou sexado) mantido entre 15ºC e 20ºC por 84 horas. 

 

No Experimento 2a, uma amostra de sêmen refrigerado convencional e 

de sêmen sexado refrigerado contendo 9 doses de cada touro e de cada 

tratamento foi enviada para avaliação no laboratório de Andrologia do 

Departamento de Reprodução Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo. As análises foram realizadas a cada 

12 horas do momento da saída do laboratório até 84 horas.  

A cinética espermática foi avaliada pelo sistema CASA (Computer-

Assisted Sperm Analysis; Hamilton-Thorne®, Ivos 12.3, E.U.A.), utilizando o 

setup para touros do equipamento (GOOVAERTS et al., 2006). A aquisição de 

imagem foi em 60 Hz frames/s com mínimo de 80 espermatozoides por campo, 

cinco pixels como tamanho mínimo e 70 para intensidade das células, velocidade 

de 50 µm/s, 70% de retilinearidade (STR) para células progressivas e valor de 

corte para células lentas de 30 e 15 µm/s para velocidade média de percurso 
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(VAP) e velocidade retilínea (VSL), respectivamente. Uma alíquota (3 µL) de 

cada amostra foi inserida em câmaras de contagem Leja (Leja Products 

B.V,Holanda), mantidas a 37ºC, com a análise de pelo menos 1000 células em 

no mínimo seis campos por amostra, conforme descrito por Leite (2022).  

As variáveis analisadas no Experimento 2a foram:  

✓ Velocidade curvilínea (VCL- µm/s) - velocidade da trajetória real do 

espermatozoide; 

✓ Velocidade linear progressiva (VSL- µm/s) - velocidade média em função 

da linha reta estabelecida entre o primeiro e o último ponto da trajetória do 

espermatozoide; 

✓ Velocidade média da trajetória (VAP- µm/s) - velocidade da trajetória média 

do espermatozoide; amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH - 

µm) - amplitude do deslocamento médio da cabeça do espermatozoide em 

sua trajetória real; 

✓ Frequência de batimento flagelar cruzado (BCF- Hz) - número de vezes que 

a cabeça do espermatozoide cruza a direção do movimento;  

✓ Retilinearidade (STR - %) - relação percentual entre VSL e VAP. Estima a 

proximidade do percurso da célula a uma linha reta; 

✓ Linearidade (LIN - %) - Relação percentual entre VSL e VCL, ou seja, é a 

porcentagem de célula que tem index linear > 0.7, ângulo absoluto menor 

que 25° e ângulo algébrico menor que 3°. Quanto mais o espermatozoide 

se afasta da velocidade em linha reta, menor será sua linearidade 

(MORTIMER, 2000); 

✓ Espermatozoides móveis (Móveis - %) - Relação percentual entre os 

espermatozoides móveis e o total; 

✓ Espermatozoides com motilidade progressiva (Progressivos - %) - Relação 

percentual entre os espermatozoides móveis e o total; 

✓ Espermatozoides com velocidade rápida (Rápidos - %) - Relação 

percentual entre os espermatozoides com movimentos rápidos e o total; 

✓ Integridade acrossomal (POPE - %) - Relação percentual entre os 

espermatozoides com acrossoma íntegro e o total; 

✓ Integridade da membrana plasmática (eosina/nigrosina; E/N - %) - Relação 

percentual entre os espermatozoides com membrana plasmática integra e 

o total; 
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3.4.3. Experimento 3 - Efeito da redução da quantidade de espermatozoides 

(2, 3 ou 4 milhões) na palheta de sêmen sexado refrigerado na P/IA de vacas 

Nelore. 

 

No Experimento 3, 679 multíparas Nelore com ECC de 2,74±0,01 foram 

distribuídas em 4 grupos para inseminação com sêmen sexado refrigerado com 

2 milhões (2M; N=178), 3 milhões (3M; N=171) ou 4 milhões (4M; N=171) de 

espermatozoides ou com sêmen convencional congelado com 25 milhões de 

espermatozoides (N=159; Figura 4). Todas as inseminações foram realizadas 

entre 24 e 30 horas após a liberação do sêmen no laboratório e 48 horas após a 

retirada do dispositivo intravaginal de progesterona. Foram utilizados 3 

diferentes touros no estudo.  

 

Figura 4. Delineamento do Experimento 3 - Efeito da redução da quantidade de 

espermatozoides (2, 3 ou 4 milhões) na palheta de sêmen sexado refrigerado na 

P/IA de vacas Nelore. 
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3.4.4. Experimento 4: Efeito da inseminação com sêmen sexado refrigerado 

com 2 ou 4 milhões de espermatozoides na palheta, 24 ou 48 horas após a 

liberação do sêmen no laboratório na P/IA de vacas Nelore. 

 

No Experimento 4, 355 multíparas Nelore com ECC de 2,92±0,01 foram 

distribuídas de maneira equilibrada em 6 grupos experimentais para 

inseminação com sêmen sexado refrigerado 2M (N=133), sêmen sexado 

refrigerado 4M (N=118) ou sêmen convencional congelado 25M (N=104). As 

inseminações foram realizadas 24 (N=119) ou 48 (N=236) horas após a liberação 

do sêmen no laboratório em um delineamento fatorial 3x2 (Figura 5). Portanto, 

as fêmeas em cada momento receberam sêmen sexado refrigerado 2M (N=47, 

24h após a liberação e N=86, 48h após a liberação), sexado refrigerado 4M 

(N=43, 24h após a liberação e N=76, 48h após a liberação) ou convencional 

congelado (N=29, 24h após a liberação e N=74, 48h após a liberação). Todas as 

inseminações foram realizadas 48 horas após a retirada do dispositivo de 

progesterona. Foram utilizados 2 diferentes touros.  

 

Figura 5. Delineamento do Experimento 4 - Efeito da inseminação com sêmen 

sexado refrigerado com 2 ou 4 milhões de espermatozoides na palheta, 24 ou 

48 horas após a liberação do sêmen no laboratório na P/IA de vacas Nelore. 

(TLab = intervalo entre a liberação do sêmen refrigerado no laboratório e a 

inseminação artificial). 
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3.5. DIAGNÓSTICO DE GESTAÇÃO E SEXAGEM FETAL 

 

Os diagnósticos de gestação foram realizados entre 30 e 35 dias após a 

realização da IATF por ultrasonografia transretal. Foram considerados com 

prenhez positiva animais com vesícula embrionária viável. A sexagem fetal 

(Experimento 1) foi realizada por ultrasonografia transretal 70 dias após a IATF 

e o sexo foi determinado pela visualização do posicionamento do tubérculo 

genital. A P/IA foi determinada pela quantidade de fêmeas positivas em relação 

ao total de animais diagnosticados. Ainda, foi avaliada a perda gestacional entre 

os dias 30 e 70 após a IATF. 

 

3.6. SEXAGEM E CONSERVAÇÃO DO SÊMEN 

  

Os procedimentos de sexagem padrão foram utilizados nas instalações 

da Sexing Technologies localizadas em Indaiatuba, SP, Brasil. Em todos os 

experimentos, o isolamento de espermatozoides X foi realizado com um 

citômetro de fluxo Genesis I (Cytonome, Bedford, MA, EUA) operado sob 30 psi 

e aproximadamente 30.000 eventos/segundo. Essa configuração permite 

classificar entre 4000 e 6000 espermatozoides/s, com 90% de precisão de 

seleção das células desejadas. Os espermatozoides foram corados com 

Hoechst 33342 com concentração de 160 × 106 espermatozoides/mL e 

classificados com 120 × 106 espermatozoides/mL, após filtragem na unidade de 

gravidade através de filtro descartável. Os espermatozoides foram avaliados 

com laser com 170 mW de intensidade. 

  O sêmen convencional congelado foi estendido em um meio gema-Tris 

(glicerol; Sexing Technologies), embalados em palhetas de 0,25 mL com 25 

milhões de espermatozoides e congelados em racks em vapor de nitrogênio 

líquido na DigitCool (IMV, França) de acordo com os procedimentos padrão 

utilizados pela Sexing Technologies©. O sêmen refrigerado foi estendido em 

FRSD6+ (Sexing Technologies) e embalado em palhetas de 0,25 mL com 

concentração seguindo o delineamento de cada experimento e alocado em caixa 

de resfriamento própria, desenvolvida pela Sexing Technologies, de acordo com 

o procedimento padrão da empresa. 
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3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As variáveis binomiais, por exemplo, P/AI, foram analisadas utilizando o 

PROC GLIMMIX do programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). O 

modelo inicial incluiu escore de condição corporal (ECC), fazenda (Experimentos 

2, 3 e 4), tratamento, touro, inseminador, presença ou não de cio (CIO), momento 

da IA (48 ou 54h após a retirada do dispositivo; Experimento 1), tempo após a 

saída do laboratório (TLab; 24 ou 48 horas; Experimentos 2 e 4) e interações. As 

variáveis foram então retiradas do modelo final por eliminação backward (de 

acordo com o critério de Wald) quando P > 0,20 por regressão logística 

multivariada utilizando o procedimento LOGISTIC no SAS. No Experimento 1, o 

modelo final para P/IA incluiu tratamento, momento da IA, touro e categoria. No 

Experimento 2, o modelo final incluiu touro, tratamento, inseminador, CIO e 

TLab. No Experimento 2a, a análise estatística das análises laboratoriais, foram 

realizadas por análise de variância de medidas repetidas no tempo com o 

procedimento MIXED no SAS. Após essa análise, foi realizado o teste de médias 

LSD. No Experimento 3, o modelo final incluiu fazenda, tratamento e CIO. No 

Experimento 4, o modelo final para P/IA incluiu ECC, touro, tratamento TLab e 

CIO. Foi considerado P<0,05 como diferença estatística entre as variáveis. 



38 

 

4. RESULTADOS 

 

No Experimento 1, não houve interação entre os tratamentos e o momento 

da IATF para P/IA (P=0,27).  Não houve efeito do tratamento (P=0,09) na P/IA 

entre o grupo controle (61,6%; 167/271) e o grupo sexado refrigerado 4M (54,4%; 

161/296). Também, não se verificou efeito do momento da inseminação (P=0,11) 

na P/IA realizada 48 horas (54,8%; 155/283) ou 54 horas (60,9%; 173/284) após 

a retirada do dispositivo intravaginal de progesterona (Figura 6). Houve efeito de 

categoria (P=0,03) na P/IA. As multíparas (62,4%) apresentaram P/IA superior 

às novilhas (52,8%). Foi observada também diferença na P/IA para o sexo 

desejado. O grupo controle apresentou 53,3% (89/167) de prenhezes de fêmeas 

enquanto o grupo sexado refrigerado atingiu 93,8% de prenhezes de fêmeas 

(151/161; P<0,001; Figura 7). Não houve efeito do tratamento (P=0,71) na perda 

gestacional entre o grupo controle (3,0%; 5/167) e sexado refrigerado (3,7%; 

6/161). Ainda, não houve efeito do momento da inseminação (P=0,62) na perda 

gestacional quando a IA foi realizada 48h (3,8%; 6/155) ou 54h (2,9%; 5/173) 

após a retirada do dispositivo. 

 

 

Figura 6. P/IA de fêmeas Nelore inseminadas com sêmen convencional 

congelado (controle) ou sêmen sexado refrigerado (P=0,09) 48 ou 54 horas 

(P=0,11) após a retirada do dispositivo intravaginal de progesterona. 
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Figura 7. Percentual de prenhezes do sexo desejado (fêmea) de acordo com o 

tipo de sêmen utilizado (sêmen convencional congelado ou sêmen sexado 

refrigerado; P<0,001). 

 

No Experimento 2, não houve interação entre os tratamentos e o TLab 

para P/IA (P=0,66). Não foi observada diferença (P=0,13) na P/IA entre os 

grupos Controle (63,1%; 125/198), Convencional Refrigerado 6M (53,2%; 

91/171) e Sexado Refrigerado 4M (52,8%; 103/195). Não houve diferença 

(P=0,84) no TLab. A P/IA quando a IATF foi realizada 24 horas após a saída do 

sêmen do laboratório foi de 54,1% (167/309) comparada com 59,6% (152/255) 

quando a IATF foi realizada 48 horas após a saída do laboratório. Foi verificado 

nesse estudo efeito de touro [touro 1 = 56,2% (136/242)a; touro 2 = 63,6% 

(142/223)a; touro 3 = 41,4% (41/99)b;  P<0,001] e de inseminador [inseminador 

1 = 64,4% (125/194)a; inseminador 2 = 47,8% (91/190)b; inseminador 3 = 57,2% 

(103/180)ab; P=0,04]. Não houve efeito (P=0,13) da presença (58,6%; 248/423) 

ou ausência (50,3%; 71/141) de estro na P/IA. 
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Figura 8. P/IA de fêmeas Nelore inseminadas com sêmen convencional 

congelado, sêmen convencional refrigerado 6M ou sêmen sexado refrigerado 4M 

(P=0,13), 24 ou 48 horas (P=0,84) após a liberação do sêmen no laboratório. 

 

Nas análises laboratoriais do Experimento 2a, não houve interação entre 

o tempo e o tratamento para nenhuma das variáveis analisadas (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Efeito do tratamento, do tempo e da interação tempo e tratamento nas 

variáveis laboratoriais avaliadas no sistema CASA no Experimento 2a. 

  

VAP = velocidade média da trajetória; VCL= velocidade curvilínea; VSL= velocidade linear 
progressiva; ALH = amplitude de deslocamento lateral da cabeça; BCF= Frequência de 
batimento flagelar cruzado; STR = Retilinearidade; LIN = Linearidade; Móveis = espermatozoides 
móveis; Progressivos = espermatozoides com motilidade progressiva; Rápidos = 
Espermatozoides com velocidade rápida; POPE = Integridade acrossomal; E/N = Integridade da 
membrana plasmática.  

 

 Tempo Tratamento Tempo*tratamento 

VAP 0,06 0,11 0,89 
VSL 0,65 0,01 0,96 
VCL 0,27 0,64 0,94 
ALH 0,77 0,15 0,88 
BCF 0,002 <0,001 0,90 
STR 0,95 0,003 0,86 
LIN 0,64 0,003 0,91 

Móveis 0,01 0,17 0,93 
Progressivos 0,91 0,05 0,93 

Rápidos 0,03 0,64 0,71 
POPE 0,06 0,44 0,22 
E/N 0,12 0,001 0,90 

TLab 
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Houve diferença entre os tratamentos para as variáveis VSL, BCF, STR, 

LIN, Progressivos e E/N, sendo o sêmen convencional congelado maior na VSL, 

BCF, STR, Progressivos e LIN e menor na E/N, conforme mostrado na tabela 2.  

 

Tabela 2. Efeito do tratamento nas variáveis (média ± erro padrão) analisadas 

no Experimento 2a. 

 Convencional Sexado 

refrigerado 

P 

VAP 150,3±5,5 138,9±4,8 0,11 

VSL 108,5±5,7 87,9±4,7 0,01 

VCL 285,9±6,9 280,5±9,0 0,64 

ALH 10,3±0,2 11,0±0,3 0,15 

BCF 34,4±0,7 28,6±0,7 <0,001 

STR 72,9±1,6 64,6±1,7 0,003 

LIN 40,3±1,4 33,5±1,3 0,003 

Móveis 65,4±2,4 68,9±1,3 0,17 

Progressivos 34,5±2,5 26,8±2,3 0,05 

Rápidos 53,9±2,6 54,5±1,3 0,64 

POPE 96,6±0,4 97,0±0,2 0,44 

E/N 75,2±1,7 82,8±1,2 0,001 

VAP = velocidade média da trajetória; VCL= velocidade curvilínea; VSL= velocidade linear 
progressiva; ALH = amplitude de deslocamento lateral da cabeça; BCF= Frequência de 
batimento flagelar cruzado; STR = Retilinearidade; LIN = Linearidade; Móveis = espermatozoides 
móveis; Progressivos = espermatozoides com motilidade progressiva; Rápidos = 
Espermatozoides com velocidade rápida; POPE = Integridade acrossomal; E/N = Integridade da 
membrana plasmática.  

 

Houve efeito do tempo para as variáveis BCF, Móveis e Rápidos, 

conforme mostrado na tabela 3. Apesar de haver variações pontuais para essas 

variáveis em momentos intermediários, só foi verificada queda significativa e 

constante a partir das 72 horas para espermatozoides móveis e rápidos e apenas 

às 84 horas para BCF quando o sêmen é mantido entre 15ᵒC e 20ᵒC no meio de 

refrigeração utilizado no experimento. 
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Tabela 3. Efeito do tempo nas variáveis (média ± erro padrão) analisadas no 

Experimento 2a. 

 
VAP = velocidade média da trajetória; VCL= velocidade curvilínea; VSL= velocidade linear 
progressiva; ALH = amplitude de deslocamento lateral da cabeça; BCF= Frequência de 
batimento flagelar cruzado; STR = Retilinearidade; LIN = Linearidade; Móveis = espermatozoides 
móveis; Progressivos = espermatozoides com motilidade progressiva; Rápidos = 
Espermatozoides com velocidade rápida; POPE = Integridade acrossomal; E/N = Integridade da 
membrana plasmática.  

 

No Experimento 3, não houve diferença (P=0,29) na P/IA entre as 

diferentes quantidades de espermatozoides presentes na palheta de sêmen 

sexado refrigerado, nem no grupo controle. A P/IA do grupo 2M foi de 47,2% 

(84/178), do grupo 3M foi 47,9% (82/171), do grupo 4M foi 56,1% (96/171) e do 

grupo controle foi 52,2% (83/159). Nesse experimento, observou-se diferença na 

P/IA entre as fazendas [fazenda 1 = 46,0% (74/161)ab; fazenda 2 = 38,1% 

(40/105)b; fazenda 3 = 55,9% (231/413)a; P=0,004] e da presença (56,2%; 

271/482) ou não (37,6%; 74/197) de estro (P<0,001).  

 

 

 0h 12h 24h 36h 48h 60h 72h 84h P 

VAP 152,1 
±13,5 

152,5 
±13,2 

157,8 
±9,3 

163,2 
±10,0 

132,7 
±4,7 

144,6 
±6,1 

134,4 
±9,2 

119,7 
±7,0 

0,06 

VSL 104,0 
±10,4 

102,4 
±12,5 

106,2 
±12,0 

109,9 
±16,1 

84,9 
±9,4 

98,7 
±8,1 

96,9 
±10,7 

82,8 
±9,2 

0,65 

VCL 289,7 
±22,0 

285,6 
±23,7 

297,8 
±14,7 

310,0 
±12,8 

274,8 
±10,1 

290,6 
±8,1 

268,8 
±13,8 

248,1 
±10,7 

0,27 

ALH 10,6 
±0,6 

9,7   
±0,8 

10,3 
±0,7 

11,0 
±0,7 

11.1 
±0,7 

11,3 
±0,4 

10,8 
±0,4 

10,6 
±0,4 

0,77 

BCF 33,4 
±0,6ab 

34,0 
±2,0a 

33,9 
±1,8ab 

33,8 
±1,9ab 

28,0 
±1,6c 

30,3 
±1,3abc 

29,2 
±2,0abc 

29,0 
±1,9bc 

0,002 

STR 70,0 
±2,1 

69,5 
±4,2 

68,5 
±4,1 

67,5 
±5,3 

65,0 
±4,3 

68,1 
±3,7 

71,8 
±3,7 

69,6 
±3,4 

0,95 

LIN 39,0 
±2,8 

39,8 
±4,1 

38,7 
±3,7 

37,6 
±4,3 

32,5 
±2,4 

35,3 
±2,1 

38,0 
±2,8 

34,3 
±2,5 

0,64 

Móveis 74,0 
±3,2a 

62,3 
±1,4b 

64,6 
±1,6ab 

67,0 
±2,7ab 

74,1 
±3,2a 

74,0 
±2,0a 

62,0 
±5,5b 

59,1 
±4,9b 

0,01 

Progr. 36,1 
±3,9 

32,1 
±4,4 

31,3 
±5,5 

30,5 
±7,7 

28,3 
±5,4 

31,6 
±4,8 

31,0 
±6,0 

24,5 
±3,4 

0,91 

Rápidos 61,8 
±3,1a 

57,0 
±1,0ab 

55,0 
±2,5ab 

53,0 
±4,1ab 

57,1 
±4,5ab 

56,6 
±1,4ab 

49,0 
±6,0bc 

41,6 
±3,5c 

0,03 

POPE 95,1 
±0,7 

97,8 
±0,7 

97,7 
±0,6 

97,6 
±0,8 

96,1 
±0,6 

96,8 
±0,7 

97,3 
±0,5 

96,1 
±0,6 

0,06 

E/N 72,5 
±3,7 

74,3 
±4,0 

78,0 
±2,9 

81,6 
±2,6 

83,1 
±2,9 

83,3 
±2,3 

79,8 
±3,0 

79,6 
±3,8 

0,12 
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Figura 9. P/IA de fêmeas Nelore inseminadas com sêmen convencional 

congelado (25 milhões de espermatozoides por palheta) e com sêmen sexado 

refrigerado contendo 2 milhões (2M), 3 milhões (3M) ou 4 milhões (4M) de 

espermatozoides por palheta (P=0,29). 

 

No Experimento 4, não houve interação entre os tratamentos e o TLab 

para P/IA (P=0,18). Entretanto, houve diferença entre os tratamentos avaliados 

(P=0,01). O grupo Controle apresentou P/IA de 62,5% (65/104)a, o grupo Sexado 

Refrigerado 2M de 50,4% (67/133)ab e o grupo Sexado Refrigerado 4M de 

43,22% (51/118)b. Não houve diferença na P/IA entre os diferentes TLab, sendo 

53,8% (64/119) para 24h e 50,4% para 48h (119/236;P=0,37). Também foi 

verificada diferença na taxa de prenhez entre os touros [touro 1 = 56,8% 

(104/183) vs touro 2 = 45,9% (79/172); P=0,03) e presença (119/192) ou não de 

estro (64/163; P<0,001). Ainda, foi verificada diferença de acordo com a ECC 

(P=0,04). As fêmeas ECC de 2,5 tiveram menor taxa de concepção (36,8%; 

21/51)b quando comparadas às de escore de 3,5 (61,73%; 50/81)a. As fêmeas 

com ECC de 2,75 (54,9%; 56/102)ab e de 3,0 (48,7%; 56/115)ab não diferiram dos 

demais grupos. 
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Figura 10. P/IA de fêmeas Nelore inseminadas com sêmen convencional 

congelado (25 milhões de espermatozoides por palheta), sêmen sexado 

refrigerado contendo 2 milhões (2M) ou sêmen sexado refrigerado contendo 4 

milhões (4M) de espermatozoides por palheta (P=0,01), 24 ou 48 horas (P=0,37) 

após a liberação do sêmen no laboratório. 

 

  

TLab 
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5. DISCUSSÃO 

 

Este estudo traz uma nova perspectiva para utilização de sêmen sexado 

em fêmeas de corte submetidas à protocolos de indução da ovulação para IATF. 

As hipóteses do estudo foram confirmadas e os resultados mostram que é 

possível inseminar as fêmeas com sêmen sexado refrigerado no mesmo 

momento em que seria realizada a IATF com sêmen convencional congelado. 

Ainda, pode-se verificar que é possível reduzir a quantidade de espermatozoides 

na palheta sem prejudicar a P/IA e aumentar o tempo entre a liberação do sêmen 

no laboratório de sexagem (TLab) e a IA na fazenda.  

A congelação de sêmen teve grande impacto na difusão da tecnologia de 

inseminação artificial no mundo todo. Os primeiros estudos datam de 1949, 

quando os cientistas ingleses Polge, Smith e Parkes descobriram os efeitos 

crioprotetores do glicerol (POLGE; SMITH; PARKES, 1949). A criopreservação 

permite que o sêmen seja transportado por longas distâncias e que seja 

armazenado por tempo indefinido. Contudo, durante o processo de 

criopreservação há grande perda de células espermáticas e da viabilidade 

celular (SILVA et al., 2020). Durante o processo de criopreservação, pode 

ocorrer alteração na função espermática e lesões nas membranas do 

espermatozoide induzidas pelo frio e pela descongelação (HOLT, 2000; 

BORGES et al., 2011). É bem descrito que as principais injurias na membrana 

dos espermatozoides ocorrem entre 5ºC e 15ºC (revisado por STORNELLI et al., 

2005). Murphy et al., (2016) verificaram que sêmen refrigerado mantido a 15ºC 

mantinham motilidade superior quando comparado com o sêmen refrigerado 

mantido à 5ºC, 22ºC ou 32ºC durante 5 dias. Em outro estudo, Murphy et al., 

(2018) confirmaram que a motilidade total é superior no sêmen refrigerado 

armazenado por 4 dias a 15ᵒC quando comparado a 5ºC ou 28ºC. Ainda, os 

autores verificaram que o sêmen refrigerado mantido a 15ºC com 5 milhões de 

espermatozoides na palheta obteve resultado similar na taxa de não retorno 

quando comparado ao sêmen congelado convencional. Contudo, quando o 

sêmen refrigerado foi mantido a 5ºC, a taxa de não retorno foi inferior quando 

comparada aos dois grupos anteriores. Os dados dos Experimentos 2 e 4 

também não mostram diferença quando a inseminação foi realizada 24 ou 48 

horas após a liberação do sêmen pelo laboratório e o sêmen foi mantido entre 
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15ºC e 20ºC. Silva el., (2020) observou taxa de prenhez similar às 24 ou 48 horas 

após o processamento do sêmen refrigerado convencional mantido a 5ºC. 

Contudo, apesar de Murphy et al., (2018) verificarem taxa de não retorno similar 

em inseminações realizadas 24 ou 48 horas após o processamento em sêmen 

mantido a 5ºC, a NRR com essa temperatura foi inferior à do sêmen refrigerado 

mantido a 15ºC e ao sêmen congelado. 

No presente estudo, a P/IA das fêmeas inseminadas com sêmen sexado 

refrigerado 48 horas ou 54 horas após a retirada do dispositivo intravaginal de 

progesterona não diferiu do grupo controle. Esses resultados contrastam com os 

trabalhos com sêmen sexado congelado (SOUZA et al., 2007; SALES et al., 

2011; NEVES, 2010), que mostram ser necessário um atraso no momento da 

inseminação (de 48 para 60 horas após a retirada do dispositivo) para obtenção 

de melhores resultados. Neves (2010) avaliou o melhor momento para inseminar 

com sêmen sexado congelado em relação à ovulação e verificou que a IATF 

deveria ocorrer entre 0 e 12 horas antes da ovulação. O autor verificou também 

que a P/IA nesse intervalo não foi diferente da P/IA em vacas recém ovuladas. 

Portanto, o presente estudo indica que é possível realizar o protocolo de IATF 

sem alterações de horário de inseminação com o sêmen sexado refrigerado.  

Na literatura cientifica internacional não existem valores de referência das 

variáveis analisadas pelo CASA para qualidade espermática no sêmen sexado 

refrigerado em bovinos. Possivelmente, a menor fertilidade dos espermatozóides 

sexados tenha causa multifatorial, já que os espermatozoides são células 

complexas que precisam da integridade e funcionalidade de vários atributos para 

fertilizar com sucesso o oócito (CARVALHO; SARTORI; DODE, 2014). No 

presente estudo foi verificada menor STR, LIN, VSL e espermatozoides com 

motilidade progressiva no sêmen sexado em relação ao sêmen convencional. 

Da mesma maneira, Carvalho et al., (2018) encontraram maior percentual de 

motilidade progressiva no sêmen convencional congelado em relação ao sêmen 

sexado congelado com até 8 horas de incubação após o descongelamento. 

Essas características estão relacionadas à linearidade do movimento da célula. 

Mortimer & Mortimer (1990) sugerem que espermatozoides hiperativados nadam 

com movimento lateral exacerbado, o que coincide com o achado do presente 

estudo. Apesar das características relacionas à hiperativação citadas acima, o 

BCF foi menor no sêmen sexado em relação ao sêmen convencional refrigerado, 
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contrariamente ao esperado para espermatozoides hiperativados 

(CASTANHEIRA et al., 2021). Portanto, não foi possível inferir nesse estudo que 

a sexagem por citometria de fluxo induziu a hiperativação. De acordo com 

diversos autores (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002; MARQUEZ & 

SUAREZ, 2007; SOUSA, 2007), para que se caracterize a presença de células 

hiperativadas na amostra, é preciso que seja observado aumento do ALH e da 

VCL, bem como diminuição da LIN. Marquez & Suarez (2004) relatam que a 

perda de linearidade da célula está relacionada com batimento flagelar 

assimétrico. Segundo Arruda (2000), quanto maiores forem os valores dos 

parâmetros STR, LIN e a velocidade rápida, melhor deverá ser a qualidade 

espermática para o sêmen equino criopreservado. Holt et al. (1997) encontraram 

correlação significativa entre linearidade espermática (LIN) e fertilidade de 

suínos inseminados a campo. Ainda, o presente estudo encontrou maior 

percentual de espermatozoides com membrana plasmática integra no sêmen 

sexado refrigerado em relação ao convencional refrigerado. Esse dado está 

alinhado à informação de que o citômetro de fluxo descarta as células mortas ou 

com patologia (VISHWANATH; MORENO, 2018). No presente estudo não se 

verificou diferença no percentual de acrossomos íntegros entre os tratamentos, 

contrariamente ao observado por Carvalho et al., (2018) que encontraram maior 

percentual de acrossomos íntegros no sêmen não sexado (convencional) 

congelado com até 8 horas de incubação após descongelação. Na avaliação da 

viabilidade espermática ao longo do tempo, foi verificado menor percentual de 

espermatozoides móveis e rápidos somente a partir de 72 horas após a saída do 

laboratório. Esse dado é similar ao de Murphy et al., (2016) que verificaram 

queda linear decrescente na motilidade de espermatozoides mantidos 

refrigerados. Porém, os autores verificaram que o sêmen ainda apresentava 60% 

de espermatozoides móveis no terceiro dia após o processamento quando 

mantido a 15ºC, similar aos resultados obtidos no presente estudo. Esses 

resultados sugerem que a intervalo entre a saída do laboratório e a IA pode ser 

maior do que 48 horas, devido a manutenção da qualidade espermática 

verificada até 84 horas.  

Contudo, apesar da diferença verificada na análise laboratorial entre os 

tratamentos no Experimento 2a, a viabilidade espermática não foi afetada pelo 

processo de sexagem por citometria de fluxo, visto que nenhuma diferença foi 
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encontrada na P/IA do Experimento 2, visto que os resultados mostram P/IA foi 

similar entre os grupos de sêmen sexado e sêmen convencional, ambos 

refrigerados. Carvalho et al., (2010) verificam efeito similar em um estudo com 

sêmen sexado usado para fertilização in vitro. Os autores encontraram 

diferenças em características estruturais do espermatozoide bovino após a 

passagem pelo citômetro, porém, essas diferenças não reduziram a capacidade 

do sêmen produzir embriões in vitro.  

No presente estudo, foi verificado efeito do touro na P/IA (Experimentos 2 

e 4). Outros estudos evidenciaram que há uma variação considerável na 

fertilidade entre touros utilizados na inseminação com sêmen convencional 

(FRIGONI, 2020; ZANATTA, 2019) e com sêmen sexado (DEJARNETTE et al., 

2011; SALES et al., 2011). No entanto, não há evidência de interação entre a 

fertilidade do touro e o processo de sexagem nem interação entre concentração 

espermatica x sêmen sexado ou não e touro (SEIDEL, 2014). Essas informações 

corroboram com os resultados do presente estudo que não evidenciaram 

interação entre touros e os tratamentos para P/IA. Além do efeito de touros na 

fertilidade dos programas de inseminação artificial, nos diferentes experimentos 

desse estudo, outras variáveis impactaram a P/IA como, inseminador 

(Experimento 2), categoria (Experimento 1), fazenda (Experimento 3) e ECC 

(Experimento 4). Esses dados concordam com os obtidos por Frigoni (2020) que 

avaliou um banco de dados com mais de 300.000 informações e encontrou efeito 

dessas variáveis na P/IA.  

Além disso, outros autores encontraram incremento na P/IA em fêmeas 

que manifestaram estro após o protocolo de sincronização na P/IA, tanto com 

sêmen convencional (SÁ FILHO et al., 2010c) quanto com sêmen sexado (SÁ 

FILHO et al., 2012). Além disso, Sá Filho et al., (2012) não encontraram interação 

entre o tipo de sêmen (sexado ou não) e a expressão de estro. No presente 

estudo também se constatou efeito positivo da expressão de estro na P/IA nos 

Experimentos 3 e 4, sem verificar interação entre o tipo de sêmen e a presença 

de estro em nenhum dos experimentos. Guner et al., (2022) concluíram que a 

manifestação do estro após protocolos de sincronização é importante para atingir 

maior P/IA. 

A redução na quantidade de células por dose inseminante também é 

importante para viabilizar economicamente a utilização de sêmen sexado em 
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gado de corte. Farrell et al., (2022) não encontraram viabilidade econômica no 

uso de sêmen sexado para produção de carne, comparando a inseminação 

artificial com a monta natural em machos Simental na Nova Zelândia. Contudo, 

o uso de sêmen sexado nas matrizes geneticamente superiores aumenta o nível 

genético dos rebanhos com bom manejo, além de melhorar a performance 

econômica do rebanho. Os resultados obtidos no Experimento 3 mostram que é 

possível reduzir o número de espermatozoides na dose inseminante sem 

comprometer a P/IA. Murphy et al., (2016) encontraram que a redução na 

concentração espermática do sêmen fresco (mantido em temperatura ambiente) 

não impactou a motilidade no primeiro dia após a saída do laboratório, mas 

houve redução da taxa de não retorno. Xu (2014) encontrou relação de 94% na 

taxa de não retorno e na taxa de nascimento do sêmen sexado refrigerado com 

1 milhão de espermatozoides em relação ao sêmen congelado, demostrando 

que existe possibilidade de redução da concentração de espermatozoides na 

dose inseminante. Yang et al., (2018) avaliaram o resultado de inseminações 

com sêmen refrigerado com concentração entre 1,25 e 2 milhões de 

espermatozoides. Os autores compararam o sêmen refrigerado ao sêmen 

congelado (entre 15 e 20 milhões de espermatozoides na palheta) por 11 anos 

consecutivos, a maior parte dos mesmos reprodutores, e não encontraram 

diferença na taxa de não retorno (>38.000 inseminações com sêmen congelado 

e > 500.000 inseminações com sêmen refrigerado). Adicionalmente, Murphy et 

al, (2013) encontraram que o período de viabilidade espermática é inversamente 

relacionado à concentração espermática (entre 4 e 20 milhões de 

espermatozoides). Os autores relatam que quando armazenado em temperatura 

ambiente por 5 dias, os dados sugerem que a redução da quantidade de células 

na palheta pode reduzir o estresse oxidativo e aumentar o período de 

sobrevivência dos espermatozoides. Esses dados vão de encontro ao resultado 

obtido no Experimento 4, no qual a P/IA com a concentração de 4M de 

espermatozoides foi inferior ao sêmen convencional congelando. Entretanto, a 

P/IA com 2 milhões de espermatozoides na palheta não foi diferente à do grupo 

convencional congelado. Contudo, esses dados contrastam com os dados do 

Experimento 2, que obteve taxa de prenhez à IATF semelhante com sexado 

refrigerado 4M e sêmen convencional congelado, similar ao resultado do 

experimento 3 que não encontrou diferença entre o sêmen sexado refrigerado 
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com 2 milhões, 3 milhões ou 4 milhões de espermatozoides na palheta e o 

convencional congelado com 25 milhões de espermatozoides, quando a 

inseminação foi realizada 24 horas após a liberação do sêmen no laboratório. 

Assim, novos estudos são necessários para avaliar se a concentração de 4 

milhões de espermatozoides na palheta pode prejudicar a P/IA no sêmen 

refrigerado. Além disso, foi possível reduzir a quantidade de espermatozoides na 

palheta sem prejudicar a P/IA, o que pode viabilizar economicamente o uso de 

sêmen sexado em rebanhos de corte comerciais. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo permitem concluir que o processo de 

sexagem não comprometeu a P/IA, nem os parâmetros laboratoriais em relação 

ao sêmen convencional, quando a inseminação foi realizada com sêmen 

refrigerado. Também, os dados demonstram que é possível inseminar com 

sêmen sexado refrigerado 48 horas após a retirada do dispositivo de 

progesterona sem reduzir a P/IA, semelhantemente ao momento utilizado 

rotineiramente com o sêmen congelado convencional. Ainda, os dados são 

indicativos de que é possível reduzir a quantidade de espermatozoides na 

palheta para 2 milhões sem prejudicar a P/IA. Por fim, a inseminação com sêmen 

sexado refrigerado pode ser realizada por até 48 horas após a liberação do 

sêmen no laboratório sem comprometer a P/IA, confirmando as hipóteses iniciais 

do presente estudo. 
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7. IMPLICAÇÕES PRÁTICAS DO TRABALHO 

 

  O uso de sêmen refrigerado em um país de dimensão continental como o 

Brasil é bastante complexo. Muitas das adversidades são conhecidas pelos 

usuários dos programas de IA e de IATF, como por exemplo, a dificuldade 

logística na entrega do sêmen refrigerado após a liberação no laboratório. 

Entretanto, atualmente é possível viabilizar a logística de transporte utilizando 

avião comercial, por se tratar de sêmen refrigerado que não usa nitrogênio 

líquido como forma de armazenamento. Outras adversidades, porém, são 

também relatadas, como a organização e o processo de coleta de um reprodutor 

específico no dia correto para realização da inseminação artificial na fazenda. 

No caso do sêmen sexado, existe a necessidade de programar com o laboratório 

de sexagem as datas e os horários de produção das doses para inseminação 

artificial. A escolha do reprodutor para ser utilizado no programa de IATF também 

é um processo complexo, pois é necessário que o ejaculado esteja com 

qualidade para processamento em um dia específico e programado, 

diferentemente do que se verifica com sêmen o congelado. As centrais de coleta 

de sêmen para inseminação artificial fazem estoque de sêmen congelado 

durante o ano e aproveitam cada oportunidade de coleta com qualidade para 

congelação.  

No presente estudo, foram selecionados 3 reprodutores por experimento 

e foi mantido pelo menos um touro “reserva” para eventuais necessidades devido 

a possíveis problemas na coleta e na qualidade espermática. Em dois dos 

experimentos (Experimentos 1 e 3) não foi necessária a utilização do touro 

reserva. Entretanto, no Experimento 2 foi utilizado o touro reserva devido 

problemas detectados em um dos touros. No Experimento 4 foi possível utilizar 

apenas dois touros devido a problemas com a coleta e qualidade espermática 

de outros 2 reprodutores disponibilizados para o estudo. Contudo, mesmo com 

as dificuldades relatadas, o sêmen sexado refrigerado apresentou diversas 

vantagens em relação ao sêmen sexado congelado quando usado na IATF. Foi 

possível inseminar grandes quantidades de animais dentro do período proposto 

no estudo que foi de até 48 horas após a saída do sêmen do laboratório de 

sexagem. Além disso, não foi necessária nenhuma alteração no protocolo de 

IATF tradicional nas fazendas, mantendo o momento convencional de 
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inseminação (48 horas após a retirada do dispositivo de P4). Também, os 

estudos realizados não evidenciaram diferenças na P/IA do sêmen sexado 

refrigerado em relação ao sêmen convencional congelado, o que demonstra ser 

possível determinar o sexo da cria sem perder eficiência reprodutiva. Além disso, 

foi possível reduzir a concentração de sêmen sexado na palheta sem prejudicar 

a P/IA, o que pode reduzir o custo da sexagem e possibilitar maior adesão dos 

produtores à tecnologia da IATF com emprego do sêmen sexado. Na estação de 

monta 22/23 foram realizados dois projetos comerciais que suportam os 

resultados do presente estudo. Ambos os projetos apresentaram resultados 

satisfatórios, sendo um deles com 56% de P/IA com sêmen sexado refrigerado.  

Por fim, é importante ressaltar que a técnica de inseminação artificial tem 

como objetivo a disseminação de genética superior associado a elevada 

eficiência reprodutiva. Portanto, deve-se sempre selecionar touros melhoradores 

para a aplicação da técnica, evitando a utilização de sêmen refrigerado de 

reprodutores com genética inferior ou desconhecida. A escolha equivocada do 

reprodutor em programas de inseminação artificial compromete 

significativamente o melhoramento genético, podendo prejudicar a produtividade 

e a lucratividade do rebanho. 
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