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RESUMO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos de bovinos do mundo e a preocupagao
com técnicas que facilitem o melhoramento genético sdo primordiais no pais. A
Producéo in Vitro de EmbriGes (PIVE) consiste na selecdo de fémeas doadoras
para aspiracdo de odcitos, que serdo fertilizados e cultivados em meio de cultura
para posterior transferéncia em receptoras devidamente sincronizadas. Trata-se de
uma técnica laboriosa e onerosa, mas que possibilita 0 melhoramento genético dos
rebanhos de forma mais rapida e eficiente. Muitos fatores podem influenciar a
taxa de concepcdo, relacionados a fémea doadora, a receptora ou ainda ao macho
e 0 sémen ou as técnicas e meios de cultivo do embrido. O estagio de
desenvolvimento do embrido, a criopreservagao a assincronia receptora e embriéo,
0 corpo ldateo, a concentracdo de progesterona, a producdo de leite, o estresse
térmico, o estado nutricional das receptoras e 0s aspectos sanitarios sdo fatores
gue podem afetar as taxas de concepcdo apds a transferéncia de embribes
produzidos in vitro. Neste contexto, a compreenséo dos fatores que podem afetar o
sucesso dos programas de TE e da PIVE faz-se de extrema importancia para que

se possa ter um aproveitamento satisfatorio da técnica.

Palavras-chave: biotécnicas da reproducdo, fertilizacéo in vitro, PIVE, TE.
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ABSTRACT

Brazil has one of the biggest cattle herds of the word, and concerning regard
techniques that facilitate the genetical enhancement are essential in the country.
The in vitro embryo production (IVEP) consists in a technique that selects donor
cows for follicular aspiration. The oocytes are fertilized and cultivated for post
transfer in the recipient cows properly synchronized. It is a laborious and costly
technique, although enables the genetical enhancement of herds in a faster and
effective way. Several factors can influence the conception rate related to the
donor or recipient femme, to the male or the semen, or to the techniques and
culture environment of the embryo. The embryo development stage, the
cryopreservation, the asynchrony between donor-recipient, the corpus luteum, the
progesterone concentration, the milk production, the heat stress, the nutritional
status of the recipients and sanitary aspects are factors that can affect the
conception rate after in vitro produced embryo transfer in cattle. On this context,
understanding the factors that influence the program’s success of embryo transfer

(ET) and IVVEP is extremely important to a satisfactory use of the technique.

Keywords: reproduction biotechniques, in vitro fertilization, IVEP, ET.
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1. Introducéo

O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, estimado em
224,6 milhGes de cabecas em 2021, segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2021). Com isso, a preocupa¢do com maior e
melhor produtividade tem sido colocada em foco de programas de melhoramento
genético e se tornado essenciais para manter a posicao de destaque do pais na

bovinocultura mundial.

A técnica de Producdo in Vitro de embrides (PIVE) consiste na selecéo de
doadoras que serdo submetidas a aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU).
Apbs a aspiracdo, 0os ovocitos passam pelo processo de maturacdo, fertilizacédo e
cultivo in vitro, para posterior transferéncia nas receptoras. Trata-se de uma
técnica laboriosa e de alto custo, mas que possibilita aproveitamento genético
mais rapido e eficiente (SOUZA & ABADE, 2018).

No Brasil, a PIVE tem crescido principalmente com o objetivo de
melhoramento de matrizes, possibilitando a exploracdo do potencial zootécnico
das fémeas, uma vez que as doadoras de genética reconhecida podem ser
aspiradas e produzir maior ndmero de filhos em curto intervalo de tempo
(VARAGO et al., 2008). Entretanto, a técnica ainda apresenta dificuldades que

impactam nos indices de concepcao.

A morte embrionaria nos primeiros dias de gestacdo é a principal
responsavel pela baixa eficiéncia reprodutiva em bovinos (SARTORI, 2004). A
perda gestacional no primeiro trimestre ap6s a TE corresponde a
aproximadamente 10% (SCANAVEZ et al., 2013). Assim, é essencial reconhecer
os fatores que podem estar relacionados a baixa eficiéncia reprodutiva. Nesse
contexto, 0 presente estudo revisou 0s principais aspectos que influenciam na taxa

de concepcdo da PIVE.

2. Revisao de Literatura



2.1 Fatores que influenciam a taxa de concepcdo de embriGes bovinos

produzidos in vitro

Muitos fatores podem impactar a fertilidade e a taxa de sucesso da
concepgdo da PIVE. Dentre estes, 0 estigio de desenvolvimento do embrido na
transferéncia, a criopreservacgdo, a assincronia receptora-embrido, o corpo luteo, a
concentracdo de progesterona, a producéo de leite, 0 estresse térmico, o estado
nutricional das receptoras e 0s aspectos sanitarios sdo considerados os principais e
serdo discutidos a seguir. Ainda, outros fatores podem influenciar as taxas como o
grupo genético, o numero de aspiraces das doadoras e a qualidade do sémen
(NOGUEIRA et al., 2021; XAVIER et al., 2023).

2.1.1 Estagio de desenvolvimento do embriéo

Ap0s a fecundacdo, tem inicio o processo de clivagem do zigoto, que passa
por uma série de divisbes mitéticas, formando a moérula que se desenvolvera e
formara o blastocisto inicial, com a formacdo da massa celular interna e da
blastocele e subsequente processo de diferenciacédo celular formando o blastocisto,
blastocisto expandido e por fim o blastocisto eclodido, quando ha rompimento da
zona pelucida (PRESTES & LANDIM-ALVARENGA, 2017).

O embrido pode ser transferido em qualquer etapa apds a fecundacdo in
vitro, entretanto estudos apontam maior concepg¢édo para embrides transferidos em
estdgios mais avancados de desenvolvimento (DAYAN, 2001). As taxas de
concepcao encontradas sdo melhores para embribes transferidos em fase de
blastocisto expandido quando comparadas as fases de blastocisto inicial e
blastocisto (DAYAN, 2001; GRAZIA & SANTOS, 2021).

Por outro lado, Scanavez et al. (2013) ndo encontraram diferenca na taxa
de concepcdo de embrides implantados em diferentes estadgios de
desenvolvimento, mas em relacdo ao tempo de cultivo do embrido. A taxa de
concepgdo foi maior para os embrides implantados em D7 do que em D8, também

conhecidos como embrides tardios. Observaram, ainda maior perda gestacional
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para os embrides tardios, que pode ser justificada pelo tempo de exposicdo e
metabolizagcdo do meio de cultura pelo embriéo.

2.1.2 Criopreservacao

A criopreservagdo visa manter a viabilidade dos embrides sem perda
significativa. Pode ser realizada pelo congelamento lento ou rapido, também
conhecido como vitrificacdo. Para manter a viabilidade de embribes bovinos é
utilizada grande quantidade de crioprotetores com o objetivo de reduzir a
formacdo de cristais de gelo que causam danos as células, mas que podem se
tornar toxicos e limitar o desenvolvimento dos mesmos (DO et al., 2016).

Quando realizada com embrides produzidos in vivo € um processo mais
eficiente, uma vez que embrides produzidos in vitro possuem maior quantidade de
lipideos intracelulares que podem afetar a recuperacdo do embrido apds o
descongelamento (DO et al., 2016). Estudos apontaram maior taxa de concepc¢éo
para embrides transferidos a fresco quando comparados a embrides
criopreservados (JONES & LAMB, 2008; SILVA, 2019).

A criopreservacdo por vitrificagdo tem mostrado melhores resultados
guando comparada ao congelamento lento, entretanto devido a dificuldades de
padronizacdo do processamento, ainda ndo é amplamente adotada. Além disso, 0s
meios para cultivo e criopreservacao dos embrides devem ser adaptados, uma vez
qgue é conhecida a diferenca de composicdo do embribes produzidos in vitro

daqueles produzidos in vivo (DO et al., 2016).

2.1.3 Assincronia entre receptora e embrido

A sincronizagéo de doadoras e receptoras € parte fundamental do processo
de transferéncia de embriGes, pois visa garantir a presencga de CL funcional e Utero
preparado para a concepgéo do embriéo a ser recebido (JONES & LAMB, 2008).
Entretanto, o grau de sincronia ainda é um fator muito estudado e com resultados

divergentes.
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Pode-se considerar o grau de sincronia zero quando a receptora e doadora
apresentaram ovulagdo no mesmo dia, assincronia negativa e positiva, quando a
receptora ovula um dia depois e um dia antes da doadora, respectivamente.
Andrade et al. (2012) descreveram a sincronia zero das receptoras em relacdo a
doadoras com melhores taxas de concepcdo. Em contraste, Mello et al. (2016) ndo

encontraram diferencas para assincronia de mais um ou menos um dia.

Dayan (2001) obteve taxas de prenhez inferiores para receptoras com
sincronia negativa em relacdo a doadora, mas ndo encontrou diferengas em
receptoras com sincronia zero ou mais um ou dois dias. O mesmo estudo refutou
ainda a ideia de que a implantacdo de embrides em D8 ou D9 poderiam afetar o
reconhecimento materno, apontando as condi¢des uterinas apdés D6 como mais

favoraveis a implantagcdo do embrido.

2.1.4 Corpo Luteo e concentragdo de progesterona

O corpo luteo (CL) é a estrutura responsavel pela producdo de
progesterona (P4), o que demonstra a importancia da andlise de suas
caracteristicas no momento da transferéncia de embrido, uma vez que a qualidade
interfere significativamente na concepcdo (ANDRADE et al., 2012; SCANAVEZ
et al. 2013). A taxa de concepgdo pode ser diretamente relacionada a concentracao
sérica de progesterona nos primeiros dias de gestacdo, ocorrendo maior taxa de
prenhez e menor taxa de perda gestacional em vacas com concentracao de P4 mais
elevada (CHOI et al., 2023).

A producdo de P4 ndo é diretamente relacionada ao tamanho do CL no
momento da inovulagdo. No entanto, Choi et al. (2023) associaram maiores
indices de prenhez em receptoras com CL>2,0 cm de diametro. Estudos revelaram
uma maior taxa de prenhez em receptoras que apresentam boa perfusdo no
momento da transferéncia (PINAFFI et al., 2015; KANAZAWA et al., 2016).
Embora o lado do CL néo exerca influéncia sobre a taxa gestacional, € importante

que a transferéncia seja realizada no lado ipsilateral a ovulagdo, onde a
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concentracdo tecidual de P4 é maior devido ao aporte hormonal e vascularizagdo
do corno e tuba uterinos (PIERONI, 2009).

Além disso, a recuperacdo de ovdcitos de ovarios com presenca de CL no
momento da aspiracdo das doadoras, tem mostrado a producdo de maior nimero
de embribes e melhor desenvolvimento destes apos o cultivo (BARBOSA et al.,
2013). Tal fato se justifica pelo numero de foliculos de ondas diferentes de
emergéncia, que ainda ndo estdo com processo de atresia acentuado, como ocorre

na fase folicular.

2.1.5 Dias em lactacéo e producéo de leite

Com o avan¢o da pecuéria leiteira tem-se observado efeito negativo na
fertilidade de vacas de alta producdo. Embora o tamanho do CL seja maior nestes
animais, a concentracdo de progesterona e de estrogenos na circulagdo é menor,
fato que pode estar relacionado ao metabolismo destes animais. A maior
necessidade energética leva ao aumento significativo do consumo de alimentos e,
como consequéncia, aumento no fluxo sanguineo hepatico, acelerando também o
metabolismo de hormdnios como o estrogeno e a progesterona e podendo afetar
dessa forma as taxas de TE (WILTBANK et al., 2006).

Menores taxas de prenhez e maiores taxas de perda embrionéria podem ser
notadas em receptoras cuja média de producdo de leite diaria é superior. Além
disso, ha influéncia da producdo na temperatura retal das receptoras no dia da
transferéncia de embrido, provavelmente devido ao estresse térmico a que animais
de alta producéo séo submetidos, podendo influenciar seu potencial reprodutivo
(VASCONCELOS et al., 2006).

A lactagdo gera maior requerimento energético e metabdlico pelos animais,
que € mais evidente no periodo de pico lactacional e pode justificar menor
eficiéncia reprodutiva durante esse periodo (TIEZZI et al., 2012). Estudos tém
revelado melhor concepgdo em novilhas e vacas secas quando comparadas a vacas
lactantes (BRAUNER et al., 2008; LOBATO et al., 2019). Em relacdo aos dias
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em lactagao, Vasconcelos et al. (2006) descreveram melhor taxa de concepgdo em
receptoras com mais dias em lactacdo, enquanto Pieroni (2009) ndo encontrou
diferencas nas taxas de concepc¢édo de receptoras com mais ou menos de 300 dias

em lactacéo.

2.1.6 Estresse térmico

O controle da temperatura corporal de bovinos quando submetidos a
situacOes de estresse térmico compreende uma série de mecanismos, incluindo o
declinio na ingestdo da matéria seca, aumento das frequéncias cardiaca e
respiratoria e da sudorese além de alteracbes da hemodindmica e aumento da
circulacdo periférica, com o objetivo de perder calor (HANSEN, 2004). Devido as
alteracdes hemodinamicas visando manter a homeostase, o fluxo sanguineo
uterino é reduzido, o que afeta o funcionamento normal do 6rgdo e pode produzir

efeitos negativos nas taxas reprodutivas (GRUNERT et al., 2005).

Os efeitos do estresse térmico por calor podem ser maiores em taurinos do
que em zebuinos devido a sua origem, adaptacdo e fisiologia, gerando prejuizo
energético e efeitos sobre o desempenho devido a mecanismos fisiol6gicos para
manutencdo de homeostase que podem comprometer a reproducdo (PEREIRA et
al., 2017). Vasconcelos et al. (2006) encontraram taxas de concep¢do menores e

maior perda embrionaria em receptoras com temperatura retal mais elevada.

Entre as consequéncias do estresse por calor, pode-se citar a diminuicdo na
secre¢do de LH, que pode resultar em CL de baixa funcionalidade e,
consequentemente, gerar concentragdes inferiores de progesterona (WOLFESON
& ROTH, 2019). De Rensis et al. (2021) mencionaram ainda efeito negativo do
estresse térmico sobre a fertilidade de bezerras que vierem a nascer, uma vez que

o desenvolvimento dos oocitos das fémeas tem inicio durante a vida fetal.

Estudos tém observado efeito deletério na qualidade dos odcitos
recuperados de vacas Bos taurus nas estagfes mais quentes do ano, com

recuperacdo de menor nimero de embries e embriGes de menor capacidade de
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desenvolvimento (ZERON et al., 2001; AL-KATANANI et al., 2002).
Temperaturas mais elevadas levam a producdo de embrides de Bos taurus com
acidos graxos predominantemente saturados, bem como alteram a sintese de
proteinas pelos embrides, prejudicando o desenvolvimento até o estagio de
blastocisto (EDWARDS & HANSEN, 1996; ZERON et al., 2001).

2.1.7 Estado nutricional das receptoras

A reducdo da ingestdo de alimentos ou a oferta insuficiente de nutrientes
essenciais e energia, bem como a perda de escore corporal podem afetar a
atividade reprodutiva de receptoras e impactar negativamente a performance dos
animais (JONES & LAMB, 2008). Em situac@es de baixa oferta de alimentos ou
alimentos de baixa qualidade, as receptoras tém menor reserva de energia, que
afeta a atividade estral e o estabelecimento prenhez, priorizando outras funcbes do
organismo como 0 metabolismo basal, crescimento e lactacdo (SHORT &
ADAMS, 1987).

O escore corporal ao parto impacta diretamente na taxa de sucesso da TE,
embora o impacto possa ser reduzido a partir da correcdo nutricional das vacas,
dificilmente o efeito negativo é eliminado, podendo resultar em menores taxas de
prenhez (JONES & LAMB, 2008). Ferreira (1993) demonstrou que a perda de
peso no pos-parto é normal e nem sempre causa atraso no retorno a ciclicidade,
mas quando animais de boa condi¢do corporal perdem de 20-35% de seu peso

adulto podem apresentar menor producdo hormonal e anestro.

Vacas submetidas a dietas deficientes em nutrientes e vitaminas tém
blogueio da atividade ovariana luteal ciclica, resultando em efeitos negativos
sobre o corpo lGteo e anestro (FERREIRA, 1993). Dessa forma, baixo escore
corporal (ECC) ao parto acarreta atraso do retorno do ciclo ovariano, gerando
diminuicdo da fertilidade e maior tempo de servigo. Por outro lado, elevado ECC
ao parto aumenta os riscos de doencas metabolicas que também impactam
diretamente na fertilidade (NAZHAT et al., 2021).
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2.1.8 Aspectos sanitarios

Alguns pontos sdo importantes ao analisar os aspectos sanitarios da TE,
pois doencas podem ser transmitidas a partir da vaca doadora, da vaca receptora,
do sémen ou até mesmo da manipulacdo em laboratério. Dessa forma, é
importante garantir que os animais estejam bem clinicamente e livres de doencas
infectocontagiosas. Cuidados com a higiene e manipulacdo dos embrifes sao
importantes para garantir a biosseguranca, bem como a esterilidade dos meios

utilizados para cultivo dos odcitos e embrides (PARRA et al., 2008).

As perdas embrionarias e falhas reprodutivas de causa infecciosa podem
ser geradas direta ou indiretamente por patogenos. De forma indireta, a falha
reprodutiva pode ocorrer apos infeccdes sistémicas que causem hipertermia,
gerando perda embrionaria. As falhas reprodutivas diretas sdo aquelas causadas
por infec¢des virais, bacterianas, por protozoarios ou ainda por toxinas e fungos,
diretamente no trato reprodutivo. Entre as principais enfermidades que alteram a
taxa de concepgdo e a fertilidade dos rebanhos estdo a Rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR), a diarreia Viral Bovina (BVD), a Brucelose, a Tricomonose, a
Campilobacteriose e a Leptospirose (JUNQUEIRA & ALFIERI, 2006).

3. Concluséao

A preocupagdo com a produtividade e melhoramento genético em
rebanhos no Brasil tem incrementado investimentos em biotécnicas como a
Transferéncia de Embrides e a Producdo in Vitro de embrifes. O uso dessas
biotécnicas possibilita 0 melhoramento de matrizes e a exploracdo do potencial
zootécnico de forma mais rapida e eficaz. Entretanto, muitos fatores podem afetar
as taxas de concepcéo destes programas, incluindo o estagio de desenvolvimento
do embrido na transferéncia, a criopreservagao, a assincronia receptora-embrido, o
corpo lateo, a concentracdo de progesterona, a producdo de leite, o estresse
térmico, o estado nutricional das receptoras e 0s aspectos sanitarios. Dessa forma,

é essencial compreender os fatores que podem afetar o sucesso das biotécnicas de
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reproducéo, visando garantir melhores taxas de concepcéo a partir da transferéncia

de embribes produzidos in vitro.
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