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RESUMO

A eficiéncia reprodutiva influencia na producdo, taxa de reposi¢do e melhoramento
genético. Apesar de serem poucas as propriedades que utilizam as biotecnologias da
reproducao, estas ja provaram melhorar a eficiéncia reprodutiva do rebanho. Aproximadamente
80% da producao leiteira nacional advém de vacas mestigas (cruzamento de raga pura de origem
europeia especializada em producdo de leite, como Holandesa, Jersey e Pardo-suico, e vacas
zebu de origem Indiana, como Gir, Guzera e Nelore). Assim, mesmo com o melhoramento
genético, nutricdo, manejo e biotecnologias da reprodu¢do, de nada adianta se existem falhas
ou grandes perdas de gestacdo, uma vez que, quando o animal perde uma gestagdo, perde-se
genética, tempo e recursos econdomicos. O estudo utilizou um banco de dados de uma fazenda
leiteira comercial da regido de Monte Alegre de Minas-MG, onde foi feita uma andlise
descritiva dos dados, quanto ao efeito da categoria da receptora (vaca vs. novilha) e do estagio
de desenvolvimento do embrido (blastocisto vs. blastocisto expandido) sobre a P/TE (prenhez
por transferéncia de embrido) e a perda até 210 dias de gestacdo. A categoria da receptora nao
influenciou a perda de gestagdo de embrides produzidos in vitro, sendo que a perda total de
novilhas foi de 15% e vacas de 16,67%. Blastocistos expandidos resultam em uma maior taxa
de prenhez (50,75%) e menor taxa de perda de gestagdo (11,76%) em relacdo a blastocistos
(P/TE 45,45% e perda total de gestacao 30%). A categoria da receptora ndo influencia na perda
de gestacdo de produtos PIVE, entretanto blastocistos expandidos resultam em uma maior taxa
de prenhez e menor taxa de perda de gestagdo.

Palavras-chave: Fertilizagdo in vitro; Perda de gestacdo; Transferéncia de embrido; Vacas

leiteiras mestigas.



ABSTRACT

Reproductive efficiency influences production, return rate and genetic improvement. Although
there are few properties that use reproduction biotechnologies, they have already proven to
improve the reproductive efficiency of the herd. Approximately 80% of national milk
production comes from crossbred cows (crossbreeds of European origin specialized in milk
production, such as Holstein, Jersey and Swiss Brown, and Indian zebu cows, such as Gir,
Guzerd and Nellore). Thus, even with genetic improvement, nutrition, management, and
reproduction biotechnologies, it is of no use if there are failures or large pregnancy losses.
Since, when the animal loses a pregnancy, genetics, time, and resources are lost. The study used
a database from a commercial dairy farm in the region of Monte Alegre de Minas-MG, a
descriptive analysis of the data was carried out, regarding the effect of the recipient category
(cow vs. heifer) and the stage of development of the embryo (blastocyst vs. expanded
blastocyst) on P/ET (pregnancy/ embryo transfer) and loss up to 210 days of gestation. The
category of the recipient did not influence the pregnancy loss of embryos produced in vitro, and
the total loss of heifers was 15% and cows 16.67%. Expanded blastocysts result in a higher
pregnancy rate (50.75%) and lower pregnancy loss rate (11.76%) relative to blastocysts (P/ET
45.45% and total pregnancy loss 30%). Recipient category does not influence pregnancy loss
of in vitro embryo production products, however expanded blastocysts result in a higher
pregnancy rate and lower pregnancy loss rate.

Keywords: /n vitro fertilization; Pregnancy loss; Embryo transfer; Crossbred dairy cows.
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1. INTRODUCAO

De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2021)
e da Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura— FAO (2021), em 2021
o Brasil foi o 5° maior produtor de leite do Mundo. Sendo Minas Gerais o estado que mais
produziu, com uma participagdo de 27,2% da produc¢do nacional (IBGE, 2021).

As vacas da raca Girolando (Bos taurus x Bos indicus), corroboram com 80% da
produc¢do nacional (CANAZA-CAYO etal., 2014). O cruzamento associa a rusticidade da raga
Gir a alta capacidade de produgao de leite do gado Holandés, sobressaindo assim com excelente
produtividade e rusticidade (SILVA et al., 2021a). A raga girolando € o rebanho de escolha para
paises tropicais, como o Brasil (VASCONCELOS et al., 2019).

O sucesso da bovinocultura leiteira estd diretamente relacionado a eficiéncia
reprodutiva, fertilidade, melhoramento animal e nutri¢do do rebanho, uma vez que almeja-se
um produto/vaca/ano. Para que isso ocorra € necessario que a vaca conceba em até 84 dias apos
o parto, resultando em um intervalo entre partos de 12 meses (VILELA, 2016; SILVA et al.,
2018; SILVA et al., 2021b).

As biotecnologias da reproducdo (inseminagdo artificial -IA, producdo de embrido in
vitro - PIVE e a transferéncia de embrido - TE) associadas a intensidade de seleg¢do, tém
acelerado o progresso genético da raca Girolando (CANAZA-CAYO et al., 2014; SILVA et al.,
2021a). No ano de 2020 houve um crescimento na utilizag¢do da IA, porém ainda ¢ um cendrio
pequeno, visto que apenas 10,7% do rebanho total foi inseminado. Ou seja, 19,6 milhdes de
vacas (ANUARIO LEITE, 2021). De acordo com Associagdo brasileira de inseminagdo
artificial — ASBIA (2023), houve um crescimento de 14% nas vendas de sémen de animais com
aptiddo para leite, quando comparado o primeiro trimestre de 2022 e 2023.

Ja a transferéncia de embrido cresceu 20,6% no Brasil em 2021, colocando o Brasil em
segundo lugar no ranking de paises que mais realizaram TE no mundo. Numero que pode ser
subestimado, visto que h4d uma grande diferenca entre o nimero de embrides relatados pelas
associagdoes de criadores e o numero de bainhas de TE vendidas no pais. A Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides — IETS, sugere que isso pode se dar devido ao
crescente mercado de embrides de baixo custo, ou seja, ndo registrados (VIANA, 2022).

Viana (2022) prevé que paises como Brasil, Argentina e Australia irdo expandir o

mercado de embrides. Uma vez que juntos possuem quase 300 milhdes de cabecas, 18.7% do
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plantel mundial, com uma industria de produ¢do de embrides funcional, porém com baixo
indice de intensidade.

A falha na concepgdo e a perda de gestacdo sdo fatores que influenciam diretamente e
de forma negativa na fertilidade do rebanho leiteiro, impactando a produtividade do sistema
(BORGES; GREGORY, 2003; VILELA, 2016). Ferraz et al. (2016) e Lobato et al. (2019)
buscaram em seus trabalhos correlacionar a categoria da receptora e o estagio de
desenvolvimento do embrido na prenhez por transferéncia de embrido e na perda de gestagao,
onde ambos encontraram que a categoria da receptora interfere na taxa de prenhez, assim como
o estagio de desenvolvimento do embrido. Tendo em vista que a maioria dos trabalhos
internacionais sdo referentes a rebanhos da raga Holandesa, o objetivo com este trabalho foi
avaliar o efeito da categoria da receptora leiteiras mesticas (novilha vs. vaca) e o estagio de
desenvolvimento do embrido (blastocisto vs. blastocisto expandido) na prenhez por

transferéncia e na perda de gestagcdo de embrides produzidos in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producio in vitro de Embrides Bovinos

Com o crescente aumento do uso de biotecnologias da reprodu¢do na pecuaria brasileira,
destaca-se a técnica de Produgdo in vitro de embrides bovinos (PIVE), que visa maximizar os
indices produtivos e os resultados, sendo o Brasil o segundo maior produtor de embrides in
vitro no mundo (DA SILVA, 2015; VIANA, 2022).

A técnica favorece a multiplica¢do da genética da fémea, faz maior pressdo de selegdo
do rebanho e possibilita a producdo de animais provenientes de fémeas de alto valor zootécnico
que ndo estdo aptas a reproducdo, como ¢ o caso de animais pré-puberes, senis, gestantes,
fémeas com patologias do trato reprodutivo e at¢ mesmo mortas (PONTES et al., 2010;
LUEDKE et al., 2019).

De acordo com Viana, Figueiredo e Siqueira (2017), em 2015, 57% dos embrides
produzidos in vitro no Brasil foram de ragas leiteiras, visto que a técnica possibilitou resultados
positivos com a utilizacdo de sémen sexado. E além de resultar em uma maior produ¢do de
fémeas, ainda possibilita que com apenas uma palheta de sémen sexado seja possivel fecundar
ovocitos de até 10 doadoras (VIANA et al., 2018). Entretanto, Barrozo et al. (2022) relatam que
o sémen sexado apresenta uma menor conversdao embrionaria, quando comparado ao sémen
convencional, o que sugerem maiores estudos para saber causas e melhor eficiéncia do sémen
sexado na PIVE.

Em 2017, a PIVE brasileira correspondeu a 34,8% da produ¢dao mundial, e ainda ¢
utilizada em uma parcela pequena do rebanho nacional, tendo espaco para crescimento (VIANA
et al., 2018). A técnica de PIVE ¢ complexa e contempla varias etapas que vao desde a colheita
de odcitos, maturagao, fertilizagdo, cultivo e classificacdo dos embrides viaveis (LUEDKE et
al., 2019), e esta integrada a varios procedimentos conectando o manejo reprodutivo das
doadoras e receptoras, puncdo folicular guiada por ultrassom ou aspiragdo folicular,
procedimentos laboratoriais a transferéncia embrionaria (RIZOS, 2008).

A biotecnologia de pun¢do folicular guiada por ultrassom — OPU, para obtengdo de
odcitos comecou a ser implementada na década de 1990 (PIETERSE et al., 1991). O estudo de
Pieterse et al. (1991) concluiu que era possivel a coleta de odcitos imaturos para a PIVE, sem
procedimentos cirargicos (laparoscopia). Além de ser uma técnica menos invasiva, apresentava
uma op¢ao a superovulacdo e coleta de embrido in vivo. Além de possibilitar a aspiracao de
fémeas muito jovens, reduzindo assim o intervalo de geracdes (JAINUDEEN; WAHID E
HAFEZ, 2004). Desde entdao, a OPU vem sendo estudada, utilizada e aprimorada para cada vez
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mais para obter melhores resultados, em relacdo a quantidade e qualidade de odcitos coletados
(SENEDA et al., 2020).

Ap0s a aspiragdo folicular guiada por ultrassom ¢ realizado o rastreamento e sele¢do
dos oocitos. Estes sdo classificados em quatro graus, a depender da presenca de células do
cumulus e das caracteristicas do ooplasma. O grau I representa o melhor estagio, e o IV grau
representa odcitos sem células do cumulus (LEAL, 2008). Sendo odcitos de grau I, II e III os
selecionados para a PIVE (PETRY et al.,2019).

Os odcitos sdo transportados até o laboratério, adequadamente armazenados em
temperatura de 38,5 °C, atmosfera com 5% de CO; e umidade de 95%, iniciando assim a fase
de maturacao in vitro (PETRY, et al., 2019; BARROZO et al., 2022). O sucesso na maturagao
in vitro (MIV) € essencial para capacitar o odcito para a fecundagdo. A MIV ocorre de 22 a 24
horas (BARROZO et al., 2022). Diversos estudos ainda estdo sendo feitos para melhorar esta
etapa, uma vez que envolve uma série de transformagdes com a célula e reflete no sucesso da
PIVE (LUEDKE et al., 2019). Speckhart et al (2023), ressaltam a importancia e necessidade do
controle de temperatura durante todo o processo, sendo a temperatura ideal 38,5°C. Assim como
o preparo dos meios, para que todo o processo seja feito em tempo adequado para manter a
qualidade dos odcitos.

Na fecundag¢do in vitro (FIV) sdo utilizados espermatozoides de s€émen congelado,
previamente selecionados baseado na separacdo pelo gradiente Percoll, e capacitados através
da adi¢@o de heparina e glicosaminoglicanas no meio de fecundagcao (VARAGO et al., 2008).
E de suma importancia que todo o processo seja feito concomitante a manipulagio dos odcitos,
e que seja seguido o protocolo para que a manipulagdo dos odcitos e espermatozoides seja feita
no tempo correto, sem que haja tanta variacdo de temperatura e exposi¢ao desnecessaria ao
ambiente, o que pode resultar em piores resultados (SPECKHART et al., 2023). O sémen ¢
entdo colocado em uma placa junto com os oocitos para que ocorra a fecundagdo
(GONCALVES; FIGUEIREDO E FREITAS, 2002).

Ap0s a fecundacdo, que pode variar em 12 a 24 horas, ¢ realizado o desnudamento, que
¢ a remogao das células do cumulus sem afetar a zona pelucida, ¢ feito através da pipetagem
com forca e velocidade continua (SPECKHART et al., 2023). Em seguida os zigotos sdo
colocados em uma placa com meio especifico que ira proporcionar o seu desenvolvimento até
o estadio de blastocisto. Este processo ¢ denominado de cultivo in vitro — CIV, quando ocorre
a ativagdo do genoma embriondrio, clivagem e diferenciacio (BARROZO et al., 2022).

Todas as etapas de maturacdo, fertilizagdo e cultivo sdo realizadas em ambiente

controlado na estufa, com temperatura de 38,5° C, nivel de CO; a 5% e umidade controlada.
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(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2002). Cada fase consiste no uso de meios
especificos (SPECKHART et al., 2023).

O desenvolvimento embrionario ¢ avaliado no 6° dia, ¢ observada a taxa de producdo
de blastocistos em relacdo ao numero de odcitos selecionados, a compactacdo dos blastomeros
e formacao inicial da blastocele (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2002; BARROZO
et al., 2022). No 7° dia ¢ feito a classificacdo morfoldgica e entdo seleciona-se os embrides
aptos a serem transferidos ou criopreservados (OLIVEIRA; SERAPIAO; QUINTAO, 2014;
BARROZO et al., 2022)

A Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrido criou um manual que classifica
os estagios e qualidade de desenvolvimento do embrido. A classificacdo por estagio leva em
consideragdo atributos relacionados a evolugdo do desenvolvimento embrionario, tais como o
grau de compactagdo, tamanho e nimero das células embrionarias (blastomeros), formacao da
cavidade embriondria (blastocele), envoltorio externo (embrido e zona pelucida). Apos a
fertilizagdo, espera-se que a cada dia o embrido esteja em um determinado estdgio de
desenvolvimento (BARFIELD; DEMETRIO, 2022) (Anexo 1).

De acordo com Oliveira et al. (2014) a criopreservagdo de embrides ¢ um processo
bastante complexo, uma vez que os embrides sdo compostos por cerca de apenas 90 células
envoltas pela zona pelucida, e a injlria ou perda dessas pode ser irreversivel. A criopreservagao
dos embrides pode ser feita através do congelamento lento cléssico ou vitrificagdo (DODE;
LEME; SPRICIGO, 2013).

Grézia (2019) aponta que a PIVE contribui com diversas vantagens para bovinocultura,
entretanto, a técnica apresenta numerosas variaveis que influéncia no resultado, como diversos
protocolos laboratoriais, fatores relacionados ao campo, qualidade dos oocitos e diversos
fatores relacionados a receptora. E que tais varidveis implicam diretamente nos indices de

gestacdo, perdas gestacionais e nascimento, sugerindo assim maiores estudos nestas areas.

2.2 Transferéncia de Embriiao

Para que a transferéncia de embrido (TE) seja feita ¢ imprescindivel que a receptora seja
apta para a reprodu¢do, ou seja, tenha o trato reprodutivo sem alteragdes ou infecgdes, ciclo
estral normal e escore de condi¢do corporal adequado. Além disso, a receptora devera estar
sincronizada com o embrido (para 6timos resultados a diferenga ndo deve passar de 24 horas

do cio da receptora e da fertilizagdo do embrido, podendo ser até 24 horas antes ou até 24 horas
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depois), e ter um corpo luteo (CL), ativo. SO assim ao receber o embrido ela podera desenvolver
a gestacdo (JAINUDEEN; WAHID E HAFEZ, 2004).

E realizada assepsia e anestesia epidural (lidocaina 2%). O aplicador ¢é introduzido pela
vagina, passa-se a cérvix e o embrido ¢ depositado no ter¢o final do corno, ipslateral ao ovario
com CL. Pessoas treinadas sdo mais bem qualificadas para este processo, a fim de evitar lesdes
no trato genital e o depodsito do embrido no local inadequado (JAINUDEEN; WAHID E
HAFEZ, 2004).

2.3 Perda de Gestacao de Produtos de PIVE

De acordo com Ealy, Wooldridge e Mccoski (2019), a eficiéncia da producao de embrides
provenientes da PIVE esta longe de ser ideal, visto que somente 27% das gestagdes resultam
em um produto vivo. Quando comparamos a PIVE com a produgdo in vivo de embrides, o
resultado de P/TE dos embrides de PIVE sao de 10% a 40% menores que a producio in vivo.

Anormalidades morfoldgicas sdo observadas em conceptos de PIVE, demonstrando que sdo
menos propensos ao alongamento, t€ém didmetro do disco embrionario reduzido e saco vitelino
menos desenvolvido. Associado com o crescimento fetal alterado, apresenta maior risco e
incidéncia da sindrome do bezerro grande (EALY; WOOLDRIDGE; MCCOSKI, 2019).

Aproximadamente 40% das vacas em que foram realizadas a TE entre 7 a 8 dias pds estro,
ndo estdo gestantes até o dia 21, a regressao do CL e perda do concepto, evidenciam o baixo
nivel de progesterona. Embora as falhas gestacionais da PIVE ocorram ao longo da gestagao,
80% de todas as falhas gestacionais ocorre nas fases iniciais, até o 40° dia de gestacdo, sendo
as 6 primeiras semanas as mais criticas. Posterior a esse periodo as perdas sao de 5% entre 45
a 90 dias, ¢ 7% até o final (EALY; WOOLDRIDGE; MCCOSKI, 2019).

J& o trabalho de Pohler et al. (2020), aponta que a perda gestacional ocorre principalmente
nos 30 primeiros dias de gesta¢do, diminuindo a medida que a prenhez avanca. Wiltbank et al.
(2016) contabilizaram a perda no primeiro més de 44 a 50% nas gestagdes em bovinos de corte
e leite.

A causa da perda de gestag@o posterior ao dia 60 pode estar relacionada com o aumento de
anormalidades genéticas e doencas infectocontagiosas, entre elas a BVD, BHV-1, Leptospira,
Campylobacter foetus, Neospora caninum, Brucella abortus e Tritichomonas foetus
(WILTBANK et al., 2016)

Sao muitas as varidveis independentes da PIVE que podem influenciar a concepgao apos a

TE em bovinos, incluindo condi¢des ambientais, nutricionais, predisposicdo a doengas, a
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sincronicidade do embrido com o Gtero e os niveis de progesterona ideais para o reconhecimento
materno ¢ do embrido. Associado a varidveis dependentes da PIVE que abrange problemas
conceptuais, placentario e fetais. Todos esses fatores tornam as gestacdes de PIVE propensas a
perda de gestagdo e até mesmo a problemas apds o nascimento (EALY; WOOLDRIDGE;
MCCOSKI, 2019; POHLER et al., 2020).

Ealy, Wooldridge e Mccoski (2019) organizam as principais causas de perda de gestacao
em fases: nidagdo, desenvolvimento e fungdo do saco vitelino, desenvolvimento e fungado do
corio-alantoide, desenvolvimento do feto e resultados e desempenho do parto. As falhas que
ocorrem durante o periodo nidacdo tem como principal causa erros de desenvolvimento na
linhagem embrionaria e extraembriondria. Deficiéncias que podem impedir o alongamento do
concepto ou produzir conceptos alongados que contém discos embriondrios pequenos ou
inexistentes ou sacos vitelinos pouco desenvolvidos. No periodo de implantacao a falha pode
ocorrer na formagdo precoce de células binucleadas e comprometer o desenvolvimento da
placenta e do saco alant6ide. Por fim, o desenvolvimento e a fungdo placentaria durante o meio
e o final da gestagdo e a trajetoria do crescimento fetal sdo alterados em gestagdoes PIVE, e
podem produzir bezerros com sindrome do bezerro grande com satide neonatal precaria.

Wiltbank et al. (2016) dividem as fases de perda de gestacdo do primeiro trimestre em 4
periodos cruciais. O periodo 1 corresponde a primeira semana de gestacdo, que contempla
problemas relacionados a fertilizag@o, ativagdo do genoma embrionario e desenvolvimento do
blastocisto. O periodo 2 constitui do 8° ao 27° dias, e considera as seguintes situagdes: o
alongamento embrionario, sinalizagdo do interferon-tau (IFNT) e a manuten¢do do corpo luteo.
O periodo 3 retrata do 28° ao 60° dia, e compreende os processos de: desenvolvimento do
placentoma, crescimento do embrido e perda inexplicada da prenhez. E por ultimo, o periodo 4
do dia 60° ao 90° dia: crescimento do embrido e do placentoma.

A determinacdo da causa da morte embrionaria tem sido dificil, devido a limitagdes em
determinar com precisdo a viabilidade dos embrides na fase inicial da gestacdo. Assim, Pohler
etal. (2020) sugerem pesquisas para a criacdo de um método eficaz que seja capaz de determinar

a campo e nas fases iniciais a prenhez em bovinos.
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2.4  Métodos de Diagnostico de Gestacao
2.4.1 Palpacao retal e ultrassonografia

O desenvolvimento do embrido no inicio da gestagdo, o acimulo de liquido alantoide e
amnidtico, possibilita o diagnostico de gestagdo em bovinos por pessoas treinadas através da
ultrassonografia, que ¢ o padrdo ouro para diagnéstico de gestacdo, nos 30 a 35 dias de gestagao,

porém ¢ mais preciso entre os 40 a 60 dias (EALY; SEEKFORD, 2019; POHLER et al., 2020).
2.4.2 Ultrassonografia Doppler

A manutencao da gestagdo em bovinos requer concentragdes elevadas de progesterona e um
corpo luteo funcional (HAFEZ, 2004). A ultrassonografia Doppler permite o diagnostico de
gestacdo entre os dias 18 e 24 (EALY; SEEKFORD, 2019). Contudo, Motta et al. (2020), citam
a possibilidade de diagnostico de 20 a 22 dias, com precisdo superior a 90%. O diagnostico €

feito através da perfusdo sanguinea do CL (PUGLIESI et al., 2014).
2.4.3 Concentragdo de progesterona circulante

A diminui¢do da concentragdo de progesterona no leite ¢ um método utilizado para
diagnosticar a perda de gestagdo, entre os dias 20 e 24 apos da IA diagnosticando corretamente
de 60 a 100% dos casos (POHLER et al., 2016b). Contudo, Ealy e Seekford (2019), apontam
que a alta circulag@o de progesterona ¢ mais eficaz para predizer o sucesso de uma prenhez, em

relacdo a baixa concentracdo para predizer a falha na gestacao.
2.4.4 Glicoproteinas associadas a gestagdo

As glicoproteinas associadas a gestacdo (PAG) sdo produtos das células trofoblasticas
gigantes do trofectoderma na placenta. Pohler et al. (2016a), constataram que a determinagao
da concentragdo de PAG em amostras de soro, no dia 31 de gestagdo, sdo capazes de prever
com acuricia de 95% a mortalidade embrionaria tardia, sendo a mensuracio de PAG um
método viavel de diagnostico precoce da gestacdo e acompanhamento da vitalidade do embrido
(a diminuicio da concentraciio de PAGs significa a perda de gestacdo) , o que pode auxiliar
no manejo da reprodugdo, permitindo a ressincronizagdo precoce de animais ndo gestantes
visando encurtar o intervalo entre partos (BARBATO et al, 2022). Sendo assim, as PAGs

podem ser um potencial biomarcador para diagnostico de potencial falha de gestagdo em
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bovinos na fase inicial da gestacdo, entretanto ¢ necessario mais estudos para padronizar a

concentracdo ideal (EALY; SEEKFORD, 2019; BARBATO et al., 2022).
2.4.5 MicroRNAs circulantes

Atualmente microRNAs, que sdo pequenos RNAs enddgenos que regulam a expressdo
génica poés-transcricionalmente (LU; ROTHENBERG, 2018), sdo o biomarcador mais
promissor para deteccdo de gestagdo precoce, sugerindo que pode fornecer informagdes
adicionais quanto a viabilidade do embrido, visto que vacas que tém perda de gestacdo tem
quantidade aumentada significativa de microRNAs especificos nos dias 17 e 24 de gestacao

(POHLER et al., 2017; EALY; SEEKFORD, 2019).
2.4.6 Genes estimulados por interferon — ISG

A producdo de interferon-tau (IFNT) e o alongamento do concepto ¢ a forma de
reconhecimento materno em ruminantes (ANTONIAZZI et al., 2011). Esta proteina ¢
produzida em grandes quantidades pelo concepto, entre o 14° e 21° dias de gestacdo. O IFNT
desencadeia uma serie de eventos que resultam na expressao de varios genes. A deteccio destes
genes estimulados por interferon (ISG) em leucocitos do sangue de bovinos por PCR esta sendo
utilizado para detectar-assim a prenhez e no caso de uma possivel falta de resposta por parte
destes genes detecta-se a fémea vazia. Os ISGs podem ser detectados utilizando PCR a entre
17 e 22 dias de gestacdo. Assim, a associacdo de todas as ferramentas, ou seja, PAG,
microRNAs e ISG podem ser ferramentas para predizer precocemente uma possivel perda de
gestacdo (POHLER et al., 2017; EALY; SEEKFORD, 2019).

Através desses biomarcadores que indicam uma potencial falha, Wiltbank et al. (2016),
apontam que ¢ mais eficiente e produtivo reiniciar uma prenhez de melhor qualidade, ao
continuar com uma gestacdo com possibilidade de falhar. Deste modo, pesquisadores
continuam na busca de novos marcadores de perda de prenhez para bovinos, ou a combinagao
das varias tecnologias existentes capazes de detectar perdas de gestagdo precocemente. E
provavel que identificar marcadores moderadamente fortes de mortalidade embrionaria seja um
objetivo alcang¢ével, ao invés de identificar marcadores definitivos de mortalidade embrionéria.
Assim, podem ser desenvolvidas estratégias que indicam previamente o risco de falha na

prenhez, possibilitando uma intervengao precoce (EALY; SEEKFORD, 2019).
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3. METODOLOGIA

Os dados foram fornecidos por uma fazenda comercial localizada no municipio de Monte
Alegre de Minas — MG, com um rebanho leiteiro composto por 60 vacas em lactagdo, producao
média de 18 litros de leite/dia, em duas ordenhas diarias. O rebanho leiteiro da fazenda é
composto de vacas Gir e Girolando, sendo que 80% do rebanho sdo animais da primeira geragao
do cruzamento entre as ragas Holandesa e Gir. O sistema de producdo da fazenda ¢ totalmente
a pasto. Os animais foram divididos em lotes de vacas em lactagdo e lotes de novilhas.

O protocolo vacinal da propriedade constitui de vacinas reprodutivas (campilobacter,
leptospirose, LBR BVB, brucelose, parainfluenza bovina e virus sinicial respiratério bovina)
de 6 em 6 meses, clostridiose de 12 em 12 meses, raiva de 8 em 8 meses, vacina pré-parto
(Rotatec-J5, possui antigenos para rotavirus e Escherichia coli entérica) em duas doses, 60 dias
e 30 dias pré-parto, e ¢ feita vermifugacdo de 7 em 7 meses dos animais do rebanho.

Foram analisados os dados coletados de agosto de 2021 a maio de 2023. A coleta de
ovocitos foi realizada por aspiragao folicular guiada por ultrassom nas doadoras selecionadas
(vacas e novilhas do rebanho da propria fazenda), essas foram selecionadas de acordo com a
produgdo, estrutura corporal, precocidade, musculosidade, umbigo, caracteristicas raciais,
aprumos, aaracteristicas sexuais e docilidade. A producdo in vitro dos embrides foi realizada
por empresas comerciais da regido.

No laboratério, os embrides foram classificados de acordo com a qualidade e estagio
desenvolvimento no dia 7 apds a fertilizagdo. Para as transferéncias os embrides (TE) frescos
foram envasados individualmente em palhetas de 0,25ml, e mantidos em um transportador de
embrides a 36° C até o momento da transferéncia. Como receptoras foram utilizadas vacas e
novilhas do proprio rebanho leiteiro. Foi feita a palpacao retal para identificacdo da presenca e
qualidade de corpo luteo (CL), foi administrado anestesia epidural (lidocaina 2%), s6 entdo foi
realizado a deposi¢do do embrido no corno uterino ipsilateral ao CL, com o auxilio de um
inovulador proprio para TE.

O diagnostico de gestacdo foi realizado por ultrassonografia transretal no dia 30 ap6s a TE.
A taxa de prenhez foi calculada pelo nimero de prenhez dividido pelo nimero de embrides
transferidos, multiplicado por 100. A viabilidade das gesta¢des foi acompanhada aos 60, 90, de
120 a 150 e 210 dias por palpagado retal. Foram consideradas perdas gestacionais os casos em
que na avaliagdo a fémea anteriormente gestante apresentou-se vazia. Os dados foram expressos
em porcentagem de acordo com a razdo [(nimero de perdas/ nimero de prenhes no ultimo

diagnéstico) X100].
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4. RESULTADOS

O trabalho foi realizado com os dados de 89 transferéncias de embrides, realizadas entre
agosto de 2021 a maio de 2023. Levando em consideragdo o nimero de animais, foi feita a
analise descritiva dos dados, onde foi analisado o efeito da categoria da receptora (vaca vs.
novilha) e do estagio de desenvolvimento do embrido (blastocisto vs. blastocisto expandido)
sobre a prenhez/transferéncia de embrido (P/TE) e a perda até 210 dias de gestacdo (Tabela 1 e
Tabela 2).

Na categoria receptora novilha, obteve-se 52.63% de taxa de prenhez (de 38 animais, 20
foram confirmadas prenhes). J4 na categoria receptora vaca, a taxa de prenhez foi de 47,06%
(de 51 animais, 24 foram confirmadas prenhes) (Tabela 1).

Em relacdo a perda de gestacdo, a categoria de receptoras novilha teve perda apenas aos
60 dias (P1), totalizando taxa de perda de gestagdo de 15%. Enquanto, que na categoria de
receptoras vacas, houve 8,33% de perda de gestacdo aos 60 dias, 4,54% de perda aos 90 dias e

4,76% de perda de 120 a 150 dias, totalizando 16,67% de perda (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito categoria receptora sobre a prenhez por transferéncia de embrido e perda de
gestacdo até 210 dias.

Categoria P/TE* P1** P2# P3## P4+ Perda total
da

Receptora

Novilha 20 (38) 52,63% 3(20)15%  0(17)0,0% 0(17)0,0%  0(17)0,0% 3 (20) 15%

(n)

Vaca(n) 24 (51)47,06% 2(24)8,33% 1(22)4,54% 1(21)4,76% 0(20)0,0% 20 (24) 16,67%

*P/TE — prenhez/transferéncia de embrido; **P1 — Perda de gestac@o aos 60 dias; #P2 — Perda de gestacao aos 90
dias; ##P3 — Perda de gestag@o de 120 a 150 dias; +P4 — Perda de gestag@o aos 210 dias.

Observou-se que ndo houve diferenga numérica entre receptoras vacas e novilhas em

relagdo a P/TE e perda de gestacdo até 210 dias (Tabela 1).

Foram realizadas 22 TE com blastocitos (BL), e 67 com blastocisto expandido (BX).
que resultaram em 45,45% e 50,75% P/TE, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito estdgio do embrido (blastocistos vs. blastocisto expandido) sobre a prenhez
por transferéncia de embrido e perda de gestacdo até 210 dias.

Estagio P/TE* P1** P2# P3## P4+ Perda total
Embrionario
BL (n) 10 (22) 45,45% 2(10)20%  0(8) 0,0% 1(8)12,5% 0(7)0,0%  3(10)30%
BX (n) 34 (67) 50,75% 3(34)8,33% 1(31)3,22% 0(30)0,0% 0(30)0,0% 4(34)11,76%

*P/TE — prenhez/transferéncia de embrido; **P1 — Perda de gestac@o aos 60 dias; #P2 — Perda de gestacao aos 90
dias; ##P3 — Perda de gestacao de 120 a 150 dias; +P4 — Perda de gestagdo aos 210 dias; BL — blastocistos; BX —
blastocisto expandido.

As gestacdes de TE provenientes de blastocistos apresentaram 20% de perda aos 60 dias
e 12,5% de perda de 120 a 150 dias, resultando em uma taxa de perda de gestagao total de 30%.
J& as gestacdes advindas de blastocisto expandido resultaram em perda de gestacdo de 8,33%
aos 60 dias e 3,22% aos 90 dias, totalizando uma taxa de perda de gestacdo de 11,76% (Tabela
2).

Assim, detectou-se que blastocistos expandidos resultam em uma maior taxa de prenhez

e menor taxa de perda de gestagdo.
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5. DISCUSSAO

A taxa de prenhez por TE, leva em consideracado fatores além da qualidade embrionaria,
como a habilidade do técnico, sincronia entre o ciclo da receptora e o estddio de
desenvolvimento embrionario, condi¢do sanitaria, nutricional e escore de condic¢ao corporal das
receptoras, criteriosa classificagdo dos embrides, qualidade do corpo luteo, entre outros. Todos
esses fatores devem ser levados em consideragao ao analisar resultados da TE (VIANA, 2009;
DEMETRIO et al., 2020).

Ealy, Wooldridge e Mccoski (2019), relatam que apenas 27% da PIVE resultam no
nascimento de um produto. Entretanto, no presente trabalho 41,57% dos embrides resultaram
em um produto PIVE, mostrando que h4d uma melhor eficiéncia reprodutiva na propriedade do
que comparado com outros estudos, o que possivelmente pode ter ocorrido visto que neste
trabalho utilizou-se dados de uma unica fazenda que tem um controle nutricional e sanitdrio
muito eficiente.

Wiltbank (2016), Ealy, Wooldridge e Mccoski (2019) e Pohler et al. (2020) relatam a
maior perda de gestacdo do primeiro més até a 6* semana de gestacdo. O que também ¢
comprovado no presente trabalho, onde o maior nimero de perda de gestacdo ocorreu entre 30
e 60 dias de gestagdo. No trabalho de Ealy, Wooldridge e McCoski (2019) foi descrito que o
momento das perdas de gestacdo de embrides PIVE ¢ semelhante as perdas de gestacdo por IA
em vacas leiteiras e de corte. Entretanto, a ocorréncia dessas perdas ¢ menos severa em
gestacoes de [A. Vacas inseminadas apresentam de 10 a 20% de falha na fertilizagdo, e dentre
os zigotos fertilizados, apenas 50% a 60% sao viaveis e atingem os estagios adequados de
desenvolvimento no dia 7.

Baruselli et al. (2020) fizeram uma anélise com varios trabalhos e evidenciaram que
embrides produzidos in vitro sdo menos eficazes para manter uma prenhez em relacdo a
embrides produzidos por IA ou de multipla ovulacdo e transferéncia de embrido — MOTE.
Apesar da perda de gestacdo de TE proveniente de embrides de PIVE ocorrer ao longo da
gestacao, 80% ocorrem até o dia 40 da prenhez. E concluem que mesmo que a TE seja usada
principalmente para animais de alto valor genético, ela também pode ser utilizada como
ferramenta para superar os problemas reprodutivos decorrentes do estresse térmico,
principalmente em vacas leiteiras em lactagdo, em que os odcitos e embrides sao intensamente

danificados pela hipertermia. Assim, a TE nos estagios de moérula ou blastocisto ajuda a
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restabelecer a fertilidade durante a época de estresse térmico, uma vez que apos esses estagios,
os embrides sdo mais resistentes a temperaturas elevadas.

Ferraz et al. (2016) concluiram que multiparas da raga Holandesa obtiveram maior
numero e porcentagem de embrides nao fertilizados e menor porcentagem de embrides viaveis
em relacdo as primiparas e nuliparas, o que ndo condiz com os resultados obtidos no presente
trabalho, visto que ndo foi encotrado diferenca numérica entre as categorias da receptora (vaca
vs. novilha). Além disso, eles encontraram que a paridade da receptora (nulipara, primipara ou
multipara), tipo de embrido, estagio do embrido, qualidade do embrido, dia do ciclo estral na
TE e o indice médio de temperatura e umidade nas coletas de embrido em TE influenciou o
indice de P/TE. Ainda, a P/TE foi maior para nulipara do que primipara e maior para primipara
do que multipara, maior para embrides frescos do que outros, maior para blastocisto expandido
do que outros, maior para qualidade 1 do que 2 e maior para qualidade 2 do que 3, no presente
trabalho também foi encontrado que blastocisto expandido resultam em maior P/TE do que
blastocistos. Ferraz et al. (2016), relatam ainda que a P/TE foi maior para TE no dia 7 e 8 do
ciclo estral do que 6. Lobato et al. (2019), também concluiram que embrides em estagios de
desenvolvimento mais avan¢ado resultam em melhor eficiéncia reprodutiva por TE em vacas
girolando, o que condiz com os resultados obtidos no presente trabalho. Entretanto, eles
também concluiram que a categoria da receptora influéncia a P/TE e que novilhas devem ser
priorizadas na escolha da receptora. Os autores justificam a possibilidade da categoria da
receptora influenciar a P/TE, tendo em vista que vacas e novilhas t€ém produ¢ao de horménios
diferentes. Ja em relagdo ao estagio de desenvolvimento do embrido, todos foram fertilizados
no mesmo dia, e os que se desenvolveram mais rapidamente, provavelmente tem maior
capacidade de implantacdo e manuten¢do da gestacdo em relacdo aos que se desenvolveram
mais lentamente.

Na busca por marcadores que identifiquem uma possivel falha de gestacao por parte do
embrido, Sang et al. (2020), concluiram que o peptideo C-natriurético (CNP), a interleucina 8
(IL-8), a interleucina 6 (IL-6), o fator inibidor de leucemia (LIF), e a proteina morfogenética
bovina 4 (BMP-4) poderiam modificar o desenvolvimento embrionario, afetando as
caracteristicas do blastocisto resultante. E que a BMP-4 foi a tnica molécula de sinalizagao
celular que inibiu o desenvolvimento do embrido até o estagio de blastocisto. Porém sugerem
mais pesquisas para entender como as mudangas nas caracteristicas do blastocisto afetariam a

competéncia do embrido em estabelecer e manter a gestacao.
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6. CONCLUSAO

A categoria da receptora ndo influencia na perda de gestagdo de produtos PIVE,
entretanto blastocistos expandidos resultam em uma maior taxa de prenhez e menor taxa de

perda de gestacao.
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Classificacdo morfoldgica de embrides segundo o Manual da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (BARFIELD; DEMETRIO, 2022), adaptacdo da autora (2023).

Codigo I -
Excelente
ou bom

trofectoderma ou na massa celular interna
(ICM). Pequenas extrusdes e poucos vacuolo.
A morfologia do ICM varia ligeiramente, mas
¢ facilmente diferenciavel e geralmente
compacta.

Caodigos de
qualidade Blastocistos Blastocistos Expandidos
do embrido
Poucas ou nenhuma imperfeicio no | ICM clara com pequenas variagdes no

tamanho e morfologia celular. o trofectoderma
pode ou ndo ter poucas células anormais, sendo
a maioria de tamanho e cor semelhantes
(preferencialmente claras a transparentes). Os
embrides podem ter algumas extrusdes, mas
85% do embrido ¢ de alta qualidade. Pode ser
observado colapso, mas as bordas do embrido
ainda devem ser nitidas e poucas células
extrusadas observadas

Codigo I1 -
Razoavel

A ICM ¢ perceptivel, mas pode ser menos
compacta ou conter vacuolos. Células maiores
do que o normal no trofectoderma podem ser
vistas ou quantidades moderadas de células
extrusadas, o que pode obscurecer a
visualizagdo do ICM.

Pode ser observada ICM desorganizada (forma
anormal ou estendendo-se por uma porg¢ao do
embrido) ou pequena anormal. O
trofectoderma pode ter rupturas evidentes
devido a células grandes ou escuras, bem como
niveis moderados de vacuolizagdo. As células
extrudadas podem ser confundidas com uma
ICM.

Codigo 11T
— Ruim

A ICM ¢ dificil de diferenciar. Muitas células
escuras ¢ irregulares estdo no proprio embrido
e/ou extrudadas no espago perivitelino.
Grandes imperfeigdes no trofectoderma ou
grandes vacuolos também podem estar
presentes.

A massa celular interna ndo é compacta e
dificil de distinguir de células extrusadas ou
células trofectodermdticas anormais. A
aparéncia granulada ou escura das células pode
obscurecer a visualizagdo da massa celular
interna ou a morfologia da cavidade da
blastocele. Desorganizacao geral do embrido.
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n

Grandes vactiolos na cavidade de blastocele. Borda lisa dos vactiolos em comparagdo com a
aparéncia irregular de células vivas ou blastomeros. Massa celular interna ou trofectoderme nao
sdo diferenciavel.

Codigo IV —
Degenerado

Classificacdo de qualidade dos embrides de acordo com a 5* edicdo do Manual da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (BARFIELD; DEMETRIO, 2022)

Codigo 1: Excelente ou bom — Massa embrionaria simétrica e esférica com blastomeros
(células) uniformes em densidade, cor e tamanho. As irregularidades devem ser relativamente
menores. As células do trofectoderma devem ter cor clara e tamanho uniforme. A ICM deve
ser cada vez mais compacta a medida que o desenvolvimento do embrido progride. Embrides
com pequenas deformidades da ZP que nao tenham outras deficiéncias podem ser classificados
como grau 1.

Codigo 2: Razoavel — Irregularidades moderadas na forma geral da massa embriondria ou no
tamanho, cor e densidade de células individuais. Pelo menos 50% do material celular deve fazer
parte de uma massa embriondria intacta e vidvel. Defeitos menores da ICM ou trofectoderma
podem ser aceitaveis, mas ndo em ambos. Os defeitos do ICM podem incluir ma organizacao,
ma compactacdo ou aparéncia salpicada/densa de células individuais. Os defeitos da
trofectoderma podem incluir células de tamanho irregular, células excessivamente densas
agrupadas ou dispersas ou irregularidades na forma da cavidade da blastocele.

Codigo 3: Ruim — Grandes irregularidades na forma da massa embrionaria ou no tamanho, cor
e densidade de células individuais sdo observadas. Pelo menos 25% do material celular deve
fazer parte da massa embriondria intacta e viavel. Observam-se defeitos importantes tanto na
ICM quanto na trofectoderma. Embrides de baixa qualidade podem ndo ter uma ICM facilmente
diferenciavel ou ter poucas células de densidades variadas que compdem uma ICM mal
organizada. A trofectoderma pode ter poucas células com muitas tendendo a ser maiores que o
normal.

Cédigo 4: Degenerado — Ovulos nio fertilizados e embrides que pararam de se desenvolver nos
estagios de clivagem sdo considerados invidveis se as avaliagdes forem feitas 7 dias apds a
fertilizagdo in vitro. Os blastdmeros podem parecer granulados e o citoplasma pode estar se
afastando da membrana plasmatica. Nenhuma massa embrionaria viavel ¢ identificavel.



