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CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS



INTRODUCAO

As falhas reprodutivas se mostram como as principais responsaveis pela
diminuicdo na eficiéncia reprodutiva do rebanho (SANTOS et al.,, 2004).,
impactando diretamente o retorno econdémico da atividade de cria. Em 2017, um
estudo realizado nos Estados Unidos para monitoramento da atividade de cria,
compilou informacdes de 87% das vacas de corte nos EUA, e verificou que as
falhas reprodutivas sao responséaveis por 56,1% dos descartes em operacdes de
cria, independente do tamanho da propriedade (NAHMS, 2017).

Em busca de estratégias para melhorar a eficiéncia reprodutiva, o uso de
tecnologias reprodutivas assistidas tem aumentado expressivamente, como a
transferéncia de embrides (TE) (VIANA, 2021; ASBIA, 2021). Em 2020, dados
relacionados a embries produzidos in vitro registraram mundialmente, pela
primeira vez, mais de 1,5 milhdes de embribes bovinos produzidos; crescimento
de 12% em relacdo ao ano anterior (2019) (VIANA, 2020). No Brasil, o
crescimento de embrides in vitro foi de 22% entre 2019 e 2020 (VIANA, 2020).

A TE permite a producéo de bezerros com maior valor agregado, acasalando
animais de superioridade genética e possibilitando que a fémea doadora gere
inUmeros embrides enquanto, ela geraria apenas um produto no ventre por ano
(GRAZIA, 2019). Entre 2019 e 2020, o numero de transferéncias realizadas na
América do Sul cresceu 20,7%, e essa regido é responsavel pela transferéncia
de 55,2% dos embrides in vitro do mundo (VIANA, 2021).

Mesmo com significativo crescimento na adocdo de tecnologias, o
desempenho reprodutivo na industria bovina € indiscutivelmente inferior ao
desejado (SUMMERS et al., 2004). As falhas reprodutivas prejudicam a
producéo de bezerros e impactam negativamente a lucratividade da atividade de
cria (REESE et al., 2020). Os indicadores relacionados as perdas gestacionais
sdo pouco explorados, e relatos que quantificam essas perdas gestacionais em
bovinos de corte sao inconsistentes (REESE et al., 2020).

O estabelecimento e a manutencao da gestacao de receptoras de embrides
sdo eventos multifatoriais, que envolvem interagdes hormonais (concentracao de
estradiol e progesterona pré-ovulatorio) (POHLER et al.,, 2012), fisiologicas
(manifestacao de cio ou nédo) (PEREIRA et al., 2016) e genéticas (efeito da raca)

(FRANCO et al., 2018). Adicionalmente, a identificacdo dos periodos que



ocorrem as perdas gestacionais é relevante para decisdes e planejamentos das
propriedades (REESE et al., 2020).

O sucesso da gestacao € afetado por fatores maternos (BARUSELLI et al.,
2016), paternos (FRANCO et al., 2018; 2020; AMARAL et al., 2022) e do embrido
(MARKUSFELD-NIR, 1997; O’'CALLAGHAN et al., 2022). Com base nesse
contexto, este estudo busca analisar fatores associados a categoria da doadora,
manejo da receptora e genética paterna, que influenciam a manutencao da

gestacao de embrides Nelore em receptoras novilhas Nelore x Angus.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1Doadoras e producéo de embrides

Existe uma crescente demanda para multiplicar a genética superior de
fémeas Bos indicus, principalmente em paises tropicais como o Brasil
(BARUSELLI et al., 2006). Dessa forma, a escolha das doadoras de odécitos €
feita principalmente de acordo com o mérito genético das matrizes, buscando
utilizar a tecnologia da TETF para maximizar o uso de genética melhoradora,
diminuir o intervalo entre geracdes e produzir animais para reposi¢ao de elevado
valor genético (PEIXER et al.; 2018; SAKODA; 2018).

A escolha de doadoras com maior nimero de o0citos recuperados/sessao
de OPU podem apresentar melhor desempenho na PIV, tornando essa
caracteristica uma estratégia para selecdo de doadoras (PONTES et al., 2011;
MOROTTI et al.,, 2015). Pontes et al. (2011) observaram que dentre 317
doadoras Nelore, aquelas que produziram maior nUmero de odcitos na OPU,
também produziram maior numero de embrides e prenhezes, concordando com
dados mostrados por Moraotti et al. (2015), de 40 doadoras Bos taurus-indicus.

Além da quantidade de odécitos recuperados, grande importancia € atribuida
ao desenvolvimento folicular e qualidade oocitéaria, jA que essas caracteristicas
contribuem altamente com o desempenho da PIV (SANTOS et al.,, 2008;
BARUSELLI et al., 2012). Baruselli e colaboradores (2012) revisaram alguns
fatores que impactam o fluido folicular, qualidade oocitaria e desempenho na
PIV, citando que dietas altamente energéticas (170% da energia de mantenca
em vacas Gir) e estresse por calor (em vacas Holandesas) promoveram efeitos
deletérios e impactaram negativamente as taxas de blastocisto.

O estado metabdlico e nutricional de fémeas ruminantes é sabidamente
relacionado com a eficiéncia reprodutiva (DISKIN et al., 2003; SANTOS et al.,
2006), sendo que a dieta pode influenciar a atividade ovariana através de
mudancas nas concentracdes plasmaticas de metabdlitos (PONSART et al.,
2014). Adicionalmente, o sucesso da produc¢do in vitro de embrides também esta
diretamente relacionado com a qualidade do cumulus oécito coletados na OPU
(BARUSELLI et al.,, 2012). Antes da ovulacdo, as células do cumulus sdo

nutridas pelo fluido folicular, portanto alterac6es na composicao do fluido folicular



podem afetar a competéncia oocitaria e subsequente desenvolvimento do
embrido (DISKIN et al., 2003; SANTOS et al., 2006; 2008).

O status metabdlico da matriz também influencia a competéncia oocitéria,
sendo que o efeito da lactagcéo é verificado na qualidade oocitaria (SARTORI et
al.,, 2002). Este fato é evidente em vacas de leite, sendo que diferencas
importantes na qualidade do odécito sdo encontradas em animais de mérito
genético alto ou baixo para producao de leite (BARUSELLI et al., 2016). Dessa
forma, embrides derivados da fertilizagdo de odcitos comprometidos possuem
menor probabilidade de sucesso no desenvolvimento (HANSEN, 2002).

A competéncia oocitaria é afetada por caracteristicas como tamanho do
foliculo, puberdade, idade da matriz, exposicdo a estresses ambientais ou
nutricionais, impactando o subsequente desenvolvimento embrionario e
manutencdo gestacional (VASCONCELOS et al.,, 2001; WARD et al., 2001;
HANSEN, 2002; COOKE et al., 2011; BARUSELLI et al, 2016).

1.2 Receptoras de embrides

Os embrides sao transferidos nas receptoras em fase de blastocisto, e
nesse momento, eles sédo removidos do ambiente in vitro e alocados no ambiente
uterino apto a recebé-los, sendo que quanto mais esse ambiente &€ compativel
com a fase do blastocisto, maiores as chances dele prosseguir seu
desenvolvimento. O desenvolvimento embrionario inicial até a implantacdo é
definido como o periodo mais importante, o qual define o sucesso da gestacao
(HANSEN, 2002; DAVOODI et al., 2016).

Durante a fase de preparacdo do endométrio para fertilizacdo e formacao
do embrido, alteracbes enddcrinas que modificam o ambiente uterino séo
determinantes para o sucesso do desenvolvimento embrionario. O efeito das
alteracGes nas concentracfes de hormoénios esteroides € critico, pois afetam a
capacidade do endométrio de manter o concepto (DAVOODI et al., 2016). O
estradiol pré-ovulatério é responsavel por coordenar diversos processos
fisioldégicos que contribuem para o estabelecimento e manutencéo da gestacao,
envolvendo efeitos no odcito, transporte de gametas e principalmente, na

preparacao do ambiente uterino (POHLER et al., 2012).



Em fémeas de corte, os odcitos de foliculos pré-ovulatérios que
apresentaram maiores concentracfes de estradiol foram mais propensos a se
desenvolver em blastocistos apés a MIV e FIV (MERMILLOD et al., 1999). Além
disso, vacas com maior duragéo de proestro (3 vs. 4) apresentam maiores taxas
de concepcao, ja que a reducdo na exposi¢ao uterina pré-ovulacdo ao estradiol
pode resultar em maior responsividade a ocitocina e maior liberacdo de
prostaglandina (MANN, LAMMING, 2000; SANTOS et al., 2004).

Durante a fase de receptividade do endométrio, genes especificos
relacionados a supressdo do sistema imunolégico materno e adesado entre o
concepto e endométrio (MX1, MX2, MYL12A, MMP19, CXCL10, IGLL1 e SLPI)
foram expressos em maior quantidade em multiparas da raca Nelore que
sinalizaram cio proximo a inseminacdo, comparado aquelas que nao
demonstraram cio (DAVOODI et al., 2016). Adicionalmente, genes relacionados
a apoptose e receptor de prostaglandina foram regulados negativamente
(CYP11A, BAX e FPr) no tecido do CL de vacas que expressaram cio (DAVOODI
et al., 2016).

Diante disso, as regulacdes comandadas pela concentracdo de estradiol
pré-fertilizacdo, e preparacdo do ambiente uterino e CL para a manutencao da
gestacao a ser estabelecida, mostram-se importantes para a sobrevivéncia do
embrido. Ainda que, neste mesmo estudo foi observado aumento significativo no
tamanho do concepto de vacas que expressaram cio (38,3 + 2,8 mm vs. 28,2 £
2,9 mm) (DAVOODI et al., 2016).

Ainda no contexto dos efeitos benéficos da expresséo de cio, Pereira e
colaboradores (2016) verificaram incremento na P/TE em vacas que
manifestaram cio, tanto ao diagnostico de 30 dias (46,2% [645/1397] vs. 32,7%
[193/606]) quanto aos 60 dias de gestacdo (37,5% [525/1397] vs. 25,1%
[150/606]). Além disso, houve efeito da manifestacdo de cio nas perdas
gestacionais, demonstrando maiores perdas aqueles animais que né&o
manifestaram cio (18,6% [120/645] vs. 22,7% [43/193]) (Pereira et al., 2016).

Além de influéncias hormonais, efeitos nutricionais e metabdlicos
influenciam a manutencdo da gestacdo (SARTORI et al.,, 2016). Receptoras
recebendo embrides in vitro, que permanecem em balanco energético positivo
apos a TE, demonstraram melhores taxas de concepcéo aos 30 dias, a medida
gue o ganho médio diario (GMD) atingiu até 350 g/dia (FERNANDES et al.,



2015). Animais submetidos a estresses nutricionais e perda de ECC, apresentam
maior perda gestacional, principalmente porque o status metabdlico da vaca
afeta a sobrevivéncia embrionaria e fetal (SANTOS et al., 2004).

Pesquisas em busca de estratégias para o aumento da taxa de concepcgéo
na TETF tem sido desenvolvidas, como suplementacéo de P4 apds a TE, uso de
hCG (gonadotrofina coribnica humana) no momento da TE, aplicacdo de
inibidores de PGF2a, dentre outros (VASCONCELOS et al., 2011; YAN et al.,
2016).

Em estudos de suplementacgéo de P4 com objetivo de aumento nas taxas
de concepcéo, de forma geral, o periodo critico no qual a progesterona aumenta
as taxas de desenvolvimento embrionario precoce é entre os dias 3 e 7 apos a
fertilizagdo (BELTMAN et al, 2009). Entretanto, os resultados entre os estudos
sdo muito variaveis, sendo que em determinadas pesquisas a suplementacédo é
benéfica (BO et al., 2011), em outras indiferente (SUMMERS et al., 2004;
BELTMAN et al., 2009) ou até mesmo prejudicial (SUMMERS et al., 2004).
Dessa forma, a suplementacdo de P4 ndo promove resultados consistentes, e 0
momento fisioldgico exato no qual o desenvolvimento embrionario é beneficiado
por altas concentracdes de P4, ndo € amplamente conhecido (BELTMAN et al.,
2009; YAN et al., 2016).

Outra estratégia objetivando maiores taxas de concepc¢des é o uso de
hCG ou GnRH para inducéo da formacao de CL acessorio e consequentemente
maior producao de P4. Vasconcelos et al. (2011) encontraram efeitos positivos
entre a aplicacdo de gonadotrofinas e taxa de concepcao de vacas holandesas
submetidas a TE. Os autores observaram maior concentracdo sérica de
progesterona 14 dias apds a ovulacao, e consequentemente melhores taxas de
concepcao aos 28 e 60 dias de gestacdo em vacas recebendo GnRH ou hCG,
em relacdo ao grupo controle (52,4% [65/124]; 45,1% [55/122] para GnRH;
38,1% [48/126] para hCG aos 28 dias de gestacédo, e aos 60 dias de gestacéo
41,1% [51/124]; 38,5% [47/122] para GnRH; 32,5% [41/126] para hCG).

Os efeitos positivos promovidos pela aplicacdo de gonadotrofinas no
momento da TE em vacas de leite, de acordo com Araujo et al. (2009) e
Vasconcelos et al. (2011) se devem ao aumento da proporcéo de vacas com 3

ondas foliculares, caracterizadas por vida litea mais prolongada e atraso no



desenvolvimento de potenciais foliculos estrogénicos, favorecendo a
sobrevivéncia inicial do embrido.

Outro importante aspecto que impacta os resultados reprodutivos € a
sanidade do rebanho. Ao realizar levantamento de dados em 20 fazendas de
corte, localizadas no Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, Aono (2012) observou
gque fazendas com programa sanitario e inclusdo de vacinas reprodutivas
apresentaram menor perda de gestacdo entre 30 e 120 dias de gestacéo,
comparado aquelas que nao vacinavam contra doengas reprodutivas (1,68% vs.
4,61%, respectivamente), sugerindo grande impacto de doencgas infecciosas na
manutencdo da gestacéo de vacas de corte.

Essas observacgdes se tornam ainda mais importantes ao observarmos 0s
dados de perfil sorolégico dos mesmos animais citados (vacas de corte criadas
em regime extensivo), Aono (2012) detectou taxas de infeccdo por BoHV-1
(herpesvirus bovino 1), BVDV (virus da diarreia viral bovina) e Leptospiras spp
acima de 60%, demonstrando alta incidéncia de doencas infecciosas que
exercem influéncia negativa na eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional.

A escolha de receptoras previamente vacinadas, em boa condicdo de
saude e escore de condicdo corporal, bom temperamento e que tenham
capacidade de gestar e alimentar um produto com boa qualidade e quantidade
de leite, € fundamental para o sucesso da tecnologia aplicada, desde a
implantacéo do embrido até o nascimento do bezerro (NOGA e LOONEY; 2021).

Atualmente, os maiores desafios na utilizacdo de tecnologias reprodutivas
€ maximizar o estabelecimento da gestacdo e sobrevivéncia embrionaria e/ou
fetal (POHLER et al., 2012).

1.3 Touro e sua contribuicdo no desenvolvimento embrionario

O sucesso do estabelecimento e manutencdo gestacional geralmente &
atribuido a caracteristicas maternas e fatores ambientais. O efeito paterno na
manutencdo da gestacao ainda é pouco explorado.

E comum observarmos grande variagdo de fertilidade a campo entre
touros utilizados na IATF e TE (FRANCO et al., 2018; AMARAL et al., 2022).

Estudos indicam altas taxas de fertilizacdo para fémeas Bos indicus e Bos taurus



inseminadas, atingindo até 90% (O’CALLAGHAN et al., 2021). Entretanto, ainda
nao € bem elucidado em que momento as diferencas de fertilidade se originam.
No caso da produgéo in vitro, Farin et al. (2000) afirma que o limite superior na
taxa de producdo de blastocistos era de 30 a 50%, ou seja, dos odcitos totais
inseminados, apenas 30 a 50% atingem o estagio de blastocisto (FARIN et al.,
2000).

A produgéo de embrides a partir da utilizacdo de sémen convencional ou
sexado apresenta diferencas, sendo que € relatada reducéo na taxa de produgao
de embribes a partir do sémen sexado (23,6% [311.788/1.323.541] vs. 28,5%
[242.259/848.939]) (SARTORI et al., 2016).

A exploracdo de propriedades cinéticas e morfolégicas do sémen séo
largamente estudadas na literatura, buscando marcadores de fertilidade. As
mensuracdes de motilidade, integridade de membrana, composi¢éo proteica da
membrana, mensuracfes de ATP, dentre outras, fornecem indicacbes de
viabilidade espermatica (WARD et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2018). No entanto,
nem sempre essas avaliagdes sdo refletidas como marcadores de fertilidade, ou
seja, ndo conseguem predizer os resultados de concepgao subsequentes
(WARD et al., 2001; ASSUMPCAQO et al., 2019).

Assim como observado na variacao da fertilidade de touros utilizados na
IATF (POHLER et al., 2016; FRANCO et al., 2018), estudos demonstram que 0s
touros possuem variabilidade acentuada no desempenho na FIV (SHI et al.,
1990; WARD et al., 2001), demonstrando grande efeito na proporcdo de odcitos
gue se desenvolvem até o estagio de blastocisto (WARD et al., 2001; PALMA et
al., 2004). As variagbes de desempenho englobam diferentes taxas de
fertilizacdo, clivagem e producéo de embrides para cada touro utilizado (SHI et
al., 1990; WARD et al., 2001), demonstrando distinta contribuicdo da genética
paterna na fertilizacdo e também no desenvolvimento embrionério (SHI et al.,
1990; PALMA et al., 2004).

Poucos trabalhos contribuiram com a avaliagédo do efeito do touro ao longo
da gestacao, investigando a contribuicdo paterna na manutencao da gestacao.
Franco et al. (2020) encontraram efeito do touro utilizado na IATF no
desempenho da manutencéo da gestacao, sendo a média de perda embrionéaria
precoce (entre 24 e 31 dias de gestacdo) de acordo com o touro utilizado foi de
5,5%, com variagdo entre 1,8 a 11,7% entre touros. A média de perda



embrionaria tardia (entre 31 e 60 dias gestacédo) foi de 6,7%, com variacdo entre
2,3 a12,6% entre touros utilizados. Os autores néo observaram padrao de perda
nos intervalos avaliados, sendo que o ranqueamento de touros de acordo com a
fertilidade pode variar de acordo com o periodo avaliado.

Franco et al. (2018) encontrou variacao nas perdas gestacionais entre 30
e 100 dias de gestacéo de acordo com a raca do touro utilizado na IATF de 1228
multiparas nelore. Touros nelore promoveram maior concepg¢ao aos 30 dias
quando comparado com touros angus (65.53 £ 3.23% vs. 50.95 + 1.57%),
entretanto a perda gestacional até os 100 dias foi mais evidente para touros da
raca nelore (10,39 £ 2.46% vs. 4.94 = 0.09%).

O efeito do touro na taxa de concepc¢ao aos 30 dias (Touro 1 50,2%
[244/486] vs Touro 2 34,2% [264/773]), taxa de parto (Touro 1 57,6% [23/40] vs.
Touro 2 21,7% [49/226]) e perdas gestacionais até o parto (Touro 1 8% [2/25] vs.
Touro 2 41,7% [35/84]) foi observado por Amaral e colaboradores (2022),
avaliando embriées produzidos in vitro. Os autores demonstraram o efeito do
touro no desenvolvimento embrionério inicial e tardio, refletindo no periodo
gestacional completo.

E importante enfatizar a participacéo da genética paterna na placentacao
(BARTON et al.,, 1985), a qual possui crucial importancia no fornecimento
nutricional e manutencado da gestacdo (BRAUN et al., 2007). Ao utilizar modelos
de embrides com trofoectoderma partenogenéticos e ginogenéticos de ratos,
Barton e colaboradores (1985) observaram que o desenvolvimento de anexos
fetais foi comprometido pela auséncia do genoma paterno. Ainda nesse sentido,
Pohler e sua equipe (dados nao publicados) transferiram embrides bovinos
partenogenéticos em receptoras no estagio de blastocisto, e monitoraram o
desenvolvimento gestacional. Os pesquisadores observaram em dados
preliminares que mesmo que os embrides consigam sobreviver até 40-45 dias
de gestacdo, nenhum sitio de implantacdo e fixagdo ao endométrio foi
observado, sugerindo que os tecidos trofoblasticos ndo sao adequadamente
formados na auséncia de genes paternos (citado em Pohler et al., 2020).

Em busca de monitorar a funcdo placentaria e viabilidade embrionaria,
estudos tem investigado a correlacdo entre producdo de PAGs (proteina
associada a gestacao — produzida pela placenta) e manutencéo da gestacao.
Pohler et al. (2016) observaram que menores concentracdes de PAGs por volta



de 30 dias de gestacao foram correlacionadas com maiores perdas gestacionais
até o 59° dia de gestacao (média da concentracdo sérica de PAGs de vacas que
mantiveram a gestagédo 8,61 + 1,53 ng/mL vs. vacas que ndo mantiveram a
gestacdo 3,78 + 0,58 ng/mL). No mesmo sentido, Franco et al. (2018)
observaram significativas diferencas na concentracdo de PAGs de acordo com
o touro utilizado (variagdes de 9 ng/mL vs. 17 ng/mL). Adicionalmente, a variacédo
na incidéncia de perda gestacional ndo pode ser prevista com avaliacdes padréo
de fertilidade do sémen (FRANCO et al., 2018).

1.4 Perdas gestacionais na TETF in vitro

As perdas gestacionais sdo consideradas principais causas de prejuizos
econdbmicos para produtores de bovinos (BERG et al., 2010). Os trabalhos que
retratam perdas gestacionais revelam indices elevados, reforcando a
importancia do impacto econémico quando um animal € mantido no rebanho ao
longo de um ciclo completo, mas ndo gera um produto comercializavel (REESE
et al., 2020). Entretanto, as metodologias utilizadas para deteccao de falhas
reprodutivas em bovinos de corte ndo sédo padronizadas, principalmente pelas
adaptacdes a rotina de manejo dos rebanhos comerciais, dificultando a
identificacdo de intervalo mais preciso das perdas (falha na fertilizacdo, perda
embrionéria tardia ou perda fetal).

Em busca de padronizar os termos utilizados na reproducdo bovina, o
Comité de Nomenclatura Reprodutiva Bovina (1972) estabeleceu que o periodo
entre a concepcao e o fim do estagio de diferenciacédo (aproximadamente 42 dias
de gestacdo) é classificado como periodo embrionario, e posteriormente, periodo
fetal, estendendo do 42° dia de gestacdo até o nascimento do bezerro. Dessa
forma, perdas gestacionais anteriores ao dia 24 indicam perdas embrionarias
precoces, aquelas entre os dias 24 e 42-50 sao consideradas perdas
embrionérias tardias, e as perdas que ocorrem apoés o dia 50 sao perdas fetais
(SANTOS et al., 2004).

Estudos utilizando 1A ou TE, indicam que as taxas de fertilizacdo sao
relativamente altas, seja em vacas de leite ou de corte, sendo que, em média,

70% das vacas apresentam blastocisto em desenvolvimento sete dias apds a



fertilizacdo (WILTBANK et al., 2016). Entretanto, o estabelecimento da gestacéao
aos 27-30 dias apds ovulacdo decresce significativamente, constatando em
torno de 76% em vacas de corte, as quais estabelecem gestacdo no primeiro
més (SPELL et al., 2001; SANTOS et al., 2004). Assim, nessa fase existem dois
tipos de perdas: falha na fertilizacdo ou perda embrionaria (SANTOS et al.,
2004).

Em vacas de corte, a viabilidade embrionaria 5-6 dias apds a inseminacao
para vacas paridas em lactacdo, paridas nao-lactantes e novilhas foram de
57,5%, 79,5% e 77,6%, respectivamente (SANTOS et al., 2004). Dessa forma, a
mortalidade embrionaria pode ter dois tipos de influéncia: baixa qualidade do
ambiente uterino ou inerente falta de viabilidade do embrido; e a identificacéo
isolada desses fatores é dificultosa (BERG et al., 2010).

Berg e colaboradores (2010) desenvolveram um estudo na tentativa de
identificar a importancia relativa de receptoras e embrides em perda embrionaria
precoce. Os autores acompanharam a transferéncia de 2449 blastocistos
produzidos in vitro, em receptoras Bos taurus, nao-lactantes, divididas entre
novilhas e vacas, as quais receberam no minimo 8 embrifes no dia da TE (entre
8 e 30 embrides/receptora) e os embrides foram recuperados com idade de 9 a
16 dias, através de lavagem ou apos o abate. A taxa de prenhez ndo aumentou
de acordo com o numero de embrides transferidos, fato que ndo era esperado
devido ao suposto aumento de secrecao de fatores de reconhecimento materno
derivados dos embrides; e ndo houve alteracdo na taxa de prenhez de acordo
com a idade do embrido recuperado (9 a 16 dias de idade gestacional), sugerindo
gue o ambiente uterino da receptora sinalizou, no dia da TE, o estabelecimento
de prenhez ou nao.

Os autores concluiram através dos resultados encontrados, que na
segunda semana de gestacdo, as perdas embrionarias ocorreram
predominantemente devido a causas embrionarias, ao contrario de problemas
com as receptoras (BERG et al., 2010). Destacando-se a recuperacéo
embrionéria que ocorreram entre os dias 9 e 16 do embrido (ou dias 2 a 9, apos
a TE), com taxa de recuperacédo de 53%, sendo levantada a discussao sobre as
técnicas utilizadas para recuperacao (apos o abate foi 14% superior do que
atraves da lavagem in vivo), nimero de embrides transferidos (afetaram a taxa

de recuperacgéo e alongamento dos embrides) e menor recuperagao no dia 9 do



embrido (momento que o embrido contrai para posterior re-expansao e eclosao).
Isto posto, a mortalidade embrionaria ocorreu em maior proporgao precocemente
(BERG et al., 2010).

As falhas de fertilizag&o e perdas embrionarias precoces sdo 0s principais
fatores que comprometem o sucesso de programas reprodutivos, tanto em vacas
de leite como em vacas de corte (SANTOS et al., 2004). Alguns estudos sugerem
gue o periodo de maior perda embrionaria precoce ocorre entre os dias 14 e 18
da gestacao, contudo, a metodologia para identificacdo de perdas nesse periodo
€ invasiva, resultando em interrupcdo da gestacao e, dessa forma, torna esse
tipo de pesquisa de consideravel complexidade (FRANCO et al., 2020).

A variacdo entre perdas gestacionais encontradas na literatura é
verdadeira tanto para fémeas de leite, quanto para fémeas de corte, visto que
nao ha padrao para o momento do diagndstico, dessa forma as perdas podem
englobar diferentes periodos do desenvolvimento embrionario, podendo variar
de 12 a 45% (INSKEEP, DAILEY, 2005).

Ao realizar uma meta-andlise referente a perdas gestacionais, Reese et
al. (2020) observaram que as falhas reprodutivas entre dias 27 e 32, foram muito
variaveis, sendo que fatores como grau de sangue, paridade e tecnologia
reprodutiva adotada influenciaram os dados encontrados. A biotecnologia
reprodutiva utilizada impactou as perdas, sendo menores em fémeas
inseminadas apos expressao natural de cio (32,2%), seguido pela utilizagdo da
IATF (49,5%) e, por ultimo, na transferéncia de embrido (54,6%) (REESE et al.,
2020).

Através dessa meta-analise, Reese e colaboradores (2020)
contabilizaram mais de 56.000 registros de diagnostico, e observaram taxas de
falha reprodutiva durante primeiro més de gestacao de 47,9%: 28,4% na primeira
semana (até o dia 7), 3,9% entre os dias 7 e 16, e 15,6% entre os dias 16 e 32.

Em estudo de Pereira e colaboradores (2016), o fator mandatorio para
melhor desempenho na concepcdo aos 32 dias em vacas de leite, foi a
expressao de cio, independente da tecnologia utilizada (IA ou TE), sendo que
independente da presenca de CL no inicio do protocolo, as vacas que
expressaram cio proximo ao momento da fertilizac&o, tiveram maior concepcéo

aos 32 dias e menores perdas gestacionais entre 32 e 60 dias.



Os mecanismos que levam a mortalidade embrionéria nesse periodo sédo
pouco compreendidos, e podem estar relacionados com o desenvolvimento
embrionério por si sé ou formacdo inadequada das membranas embrionarias,
uma vez que o periodo coincide com a implantacdo no Utero e inicio da
placentacdo (FRANCO et al., 2020).

As perdas fetais geralmente sdo menos prevalentes do que as perdas
embrionérias (precoce ou tardia), e as causas da morte fetal sdo usualmente
indeterminadas (SANTOS et al., 2004). Mesmo numericamente menor do que
outros estagios de desenvolvimento, a perda fetal causa sérios prejuizos
econdmicos aos produtores, e quando ocorrem, geralmente ndo é conveniente
para o sistema elaborar nova tentativa de concepc¢ao (DISKIN, MORRIS, 2008).

Na meta-analise de Reese et al. (2020), diagndsticos realizados entre o
periodo de 60 a 100 dias de gestagdo, promoveram perda de, em média, 5,8%,
valor semelhante para ambas as subespécies (Bos indicus e Bos taurus). Ainda
assim, a paridade e tecnologia utilizada impactou esse indice, sendo que
novilhas nuliparas apresentaram maiores indices (8,1%), seguidas de primiparas
(5,4%) e multiparas (5,1%). Prenhezes resultantes de TE tiveram maiores perdas
(10,2%), guando comparadas com perdas de IATF (4,9%).

Morotti et al. (2014) reportaram prenhez de 41% (986 prenhezes/2404
embrides transferidos) aos 60 dias de gestacdo, em estudo retrospectivo de
embrides provenientes de doadoras Holandés, Gir e Nelore. Os autores
reportam também 966 nascimentos, ou seja, perda de gestacdo no intervalo de
60 dias de gestacao até o parto de 2%. Vale ressaltar que o estudo contemplou

maior propor¢ao de embrides Bos taurus, e menor proporgéo Bos indicus.



2. HIPOTESES

Doadoras multiparas produzem embribes com maior capacidade de
desenvolvimento e manutencdo da gestacdo do que doadoras novilhas
precoces.

Touros possuem efeitos individuais na manutencdo da gestacdo de
receptoras de embrido, e esse efeito é persistente até o nascimento do embrido.

Receptoras mantidas em diferentes sistemas de manejo promovem

diferentes resultados de concepcéao.

3. OBJETIVOS

O capitulo 2 descreve o trabalho intitulado “Fatores que interferem na
manutencgao da gestacao de receptoras submetidas a TETF in vitro”. Este estudo
teve como objetivos gerais avaliar a manutencao da gestacao de receptoras de
embrides FIV nelore provenientes de doadoras multiparas e novilhas; identificar
0 periodo no qual ocorre efeito do touro durante a gestacdo; avaliar a
manutencdo da gestacdo de receptoras de acordo com o manejo ela foi
submetida.
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CAPITULO 2
FATORES QUE INTERFEREM NA MANUTENCAO
DA GESTACAO DE RECEPTORAS SUBMETIDAS
A TETF IN VITRO



Fatores que interferem na manutencéo da gestacao de
receptoras submetidas a TETF in vitro

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar fatores relacionados a categoria das
doadoras de odcitos e efeito do touro na manutencdo da gestacao de receptoras
Bos indicus x Bos taurus, submetidas a transferéncia de embrido em tempo fixo
(TETF) de embrides Nelore produzidos in vitro. Foram utilizadas 463 doadoras
Nelore e 6 touros Nelore para a producéo in vitro de embrides. As doadoras
foram divididas em 3 categorias: novilhas precoces (< 15 meses de idade; NP);
novilhas regulares (entre 18 e 24 meses de idade; NR) e vacas multiparas
paridas (VM). Os embrides (n = 4366) foram transferidos a fresco em receptoras
Bos indicus x Bos taurus, sincronizadas através do seguinte protocolo: D-17:
insercao do dispositivo intravaginal de 0,5g de P4 (ReproOne, Globalgen) e 2mg
de benzoato de estradiol (Bioestrogen, Biogenesis); D-9: remocao do dispositivo
de P4 + 1 mg de cipionato de estradiol (Cronicip, Biogenesis) + 300Ul de eCG
(Ecegon, Biogenesis) + 150 pg de D-cloprostenol (Croniben, Biogenesis). Foi
administrado 10,5 mcg de acetato de buserelina, analogo do horménio GnRH
(Gonaxal, Biogenesis) em todas as receptoras no dia da TETF (DO). Os
diagnésticos para verificacdo da prenhez foram realizados através da
ultrassonografia aos 25 + 1,5 dias (DG1) e 83 + 18,1 dias (DG2) apds a TE. As
receptoras prenhas ao DG2 foram acompanhadas até o parto, sendo que
aguelas que nao pariram, foi considerado perda gestacional. Nao houve efeito
da recuperacdo oocitaria/doadora nos indices de manutencao da gestacédo (P >
0,05). Embrides provenientes de doadoras NP tiveram menor indice ao DG1
(39%, [808/2072]) e DG2 (22,7%; [470/2072]), comparado a doadoras NR (DG1
42,6%; [349/819] e DG2 27,4%; [224/819]) e VM (DG1 26,8%; [396/1475] e DG2
26,8%; [396/1475]). Embrides de doadoras NR apresentaram a maior taxa de
paricdo (18,9%; [155/819]) comparado as NP (14,5%; [301/2072]) e VM (15,9%;
[234/1475]). As receptoras em diferentes manejos nutricionais no momento da
TE, tiveram concepcdo semelhante ao DG1 (a pasto 41,4%; [1317/3182] vs.

confinadas 41%; [485/1184]), no entanto, receptoras mantidas a pasto



evidenciaram maior manutencdo gestacional até o parto (a pasto 17,7%
[564/3182] vs. confinadas 10,6% [126/1184]). Houve efeito do touro utilizado em
todo o periodo gestacional avaliado: variagbes entre 39,3% a 47,6% ao DG1,
21,4% a 31,1% ao DG2 e 13,1% a 25% ao parto de acordo com o touro utilizado.
Em resumo, os resultados demonstraram que a categoria da doadora utilizada
pode impactar resultados de prenhez a TETF, sendo que doadoras NP exibiram
menores taxas de concepcao e parto; foram observadas maiores perdas
gestacionais em receptoras submetidas a mudan¢ca de manejo apos DG1 (do
confinamento para pasto); e por fim, houve efeito do touro em todo o periodo
gestacional avaliado, promovendo variacdes significativas na manutencdo da

gestacao até o parto.

Palavras — chave: embrido, touro, perda gestacional, Bos indicus.



Factors that interfere in the maintenance of pregnancy in
recipients submitted to in vitro FTET

ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate factors related to the category of
oocyte donors and the effect of the bull on the maintenance of pregnancy in Bos
indicus x Bos taurus recipients, submitted to fixed-time embryo transfer (FTET)
of Nellore embryos produced in vitro. A total of 463 Nellore donors and 6 Nellore
bulls were used for the in vitro embryo production. Donors were divided into 3
categories: precocious heifers (< 15 months of age; NP); heifers (18-24 months
of age; NR) and multiparous cows (VM). The embryos (n = 4366) were
transferred fresh into Bos indicus x Bos taurus recipients, synchronized using the
following protocol: D-17: insertion of 0.5g-P4 intravaginal device (ReproOne,
Globalgen) + 2mg of estradiol benzoate (Bioestrogen, Biogenesis); D-9: P4
device removal + 1 mg of estradiol cypionate (Cronicip, Biogenesis) + 300IU of
eCG (Ecegon, Biogenesis) + 150 pg of D-cloprostenol (Croniben, Biogenesis).
On the day of FTET (DO), all recipients received 10.5mcg of buserelin acetate
(GnRH hormone analogue; Gonaxal, Biogenesis). Pregnancy diagnosis were
performed through ultrasound at 25 + 1.5 days (DG1) and 83 + 18.1 days (DG?2)
after FTET. The recipients that were pregnant at DG2 were separated until
parturition; and the ones that did not delivered a calf, were considered to have
gestational loss. There was no effect of oocyte per donor recovery on pregnancy
maintenance rates (P > 0.05). Embryos from PH-donors had a lower rate at DG1
(39%, [808/2072]) and DG2 (22.7%; [470/2072]), compared to H-donors (DG1
42.6%; [349 /819] and DG2 27.4%; [224/819]) and MC-donors (DG1 26.8%;
[396/1475] and DG2 26.8%; [396/1475]). Embryos from H-donors had the highest
calving rate (18.9%; [155/819]) compared to PH-donors (14.5%; [301/2072]) and
MC-donors (15.9%; [234/ 1475]). Recipients in different nutritional managements
at the time of FTET had similar conception rate at DG1 (41.4% on pasture;
[1317/3182] vs. confined 41%; [485/1184]); however, recipients maintained on
pasture showed evidence of greater gestational maintenance until calving
(pasture 17.7% [564/3182] vs. confined 10.6% [126/1184]). There was a bull



effect throughout the evaluated gestational period: 39.3% to 47.6% at DG,
21.4%t0 31.1% at DG2; and 13.1% to 25% at parturition. In summary, the results
showed that donors’ category can impact pregnancy results at FTET, with PH-
donors resulting in decreased conception and parturition rates. In addition, higher
gestational losses were observed in recipients submitted to managements
changes after FTET (from confinement to pasture). Moreover, a bull effect was
detected throughout the evaluated gestational period, promoting significant

variations in pregnancy maintenance until calving.

Keywords: embryo, sire, pregnancy loss, Bos indicus.



1. INTRODUCAO

A crescente utilizacdo da TE impulsiona a busca por resultados satisfatorios
e consequente lucratividade no desempenho reprodutivo do rebanho (MERTON
et al., 2003; VIANA, 2021). No entanto, a busca por melhores indices
reprodutivos é continua, e grandes oportunidades podem ser encontradas na
rotina do sistema de producédo (SUMMERS et al., 2004).

A intensificacdo dos sistemas objetivando eficiéncia produtiva esta
diretamente relacionada com melhores taxas reprodutivas, produzindo animais
mais lucrativos. A TETF demonstra-se uma tecnologia vantajosa em termos de
avanco genético, utilizando o potencial genético de doadoras e touros
superiores, criando inlUmeras vantagens e possibilidades na aplicacdo da técnica
(BLONDIN, 2015).

As falhas reprodutivas prejudicam a producao de bezerros, e a mortalidade
embrionéria é o principal fator que afeta a fertilidade e eficiéncia econémica da
fazenda (DISKIN et al., 2008; REESE et al., 2020). Os indicadores relacionados
as perdas gestacionais sdo pouco explorados, e relatos que quantificam essas
perdas gestacionais em bovinos de corte sdo inconsistentes (REESE et al.,
2020).

O estabelecimento e a manutengcao da gestacdo de receptoras de embribes
sdo eventos multifatoriais, que envolvem interacfes hormonais, bioquimicas,
fisiologicas e genéticas (FARIN et al., 2000; AMARAL et al., 2022). E a
identificacdo dos periodos que ocorrem as perdas gestacionais é relevante para
decisdes e planejamentos das propriedades (REESE et al., 2019).

O sucesso da gestacao € afetado por fatores maternos (POHLER et al., 2012;
PEREIRA et al., 2016) paternos (POHLER et al., 2016; FRANCO et al., 2020;
AMARAL et al., 2022) e do embrido (MARKUSFELD-NIR, 1997; ORTEGA et al.,
2018; EALY et al., 2019; AMARAL et al., 2022). Com base nesse contexto, este
estudo busca analisar fatores que influenciam a manutencdo da gestacao de
embrides Nelore em receptoras novilhas Nelore x Angus, demonstrando indices
de perdas gestacionais entre o dia da TE até o parto. A hipotese do estudo é que
as taxas de manutencéo de gestacao podem ser influenciadas por fatores como

caracteristicas da doadora, receptora e touro utilizado na FIV.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1Localizagdo e animais

Foram utilizadas 463 doadoras: novilhas precoces (NP; n = 204; < 15
meses), novilhas regulares (NR; n = 67; entre 18 e 24 meses) e multiparas
paridas (VM; n = 192; > 42 meses), da raca Nelore (Bos indicus), vazias e de
uma unica fazenda localizada no municipio de Campinorte — GO. As doadoras
NP estavam alocadas em confinamento, recebendo dieta com inclusdo de
silagem de milho (86,6%), torta de algod&o (9,4%), nucleo (2,9%) e uréia (1%),
suplementagdo com sal mineral e 4gua ad libitum. As doadoras VM foram
mantidas em regime de pastagem de Brachiaria spp. e Panicum spp.,
suplementadas com sal mineral e agua ad libitum. O estudo foi conduzido
durante a estacdo de monta de 2021.

As receptoras utilizadas eram novilhas Bos indicus x Bos taurus (Nelore x
Angus), com média de 340 + 35 kg no dia da TE, alocadas no municipio de
Paraiso das Aguas — MS.

Todos os procedimentos com animais seguiram as recomendacoes e
principios éticos na experimentagéo animal, protocolo 0038/2021, determinados
pela Camara de Etica no Uso de Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, UNESP, Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu/SP,

Brasil.
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2.2Producao de embrides

2.2.1 Aspiracao/Ovum Pick Up (OPU)

Foram executadas 721 aspiracdes, aleatérias quanto ao dia do ciclo estral
de cada animal. Todas as doadoras estavam vazias no momento da aspiragao.
O processo de aspiracéo folicular, selecédo de odcitos, producéo e transferéncia
de embrides foi realizado por uma Unica empresa terceirizada.

Cada doadora foi submetida, em média, a 1,7 £ 0,7 sessdes de aspiracao,
variando individualmente de 1 a 3 procedimentos, de acordo com o calendario
reprodutivo da fazenda, sem critério especifico para repeticdo. A média da
producédo oocitaria por doadora foi calculada através da média geral de oocitos
recuperados em relacao as sessdes de OPU (odcitos totais recuperados/nimero
de sessdes de OPU submetidas) para aquelas doadoras submetidas a mais de
uma sessao.

O técnico responséavel pela obtencdo dos odcitos utilizou a técnica da
aspiracdo folicular via transvaginal guiada por ultrassonografia, utilizando um
aparelho de ultrassonografia da marca Mindray®, modelo DP2200 VET,
acoplado ao transdutor microconvexo multifrequencial, variando de 5,0 a 8,0
MHz. Acoplado ao transdutor era inserido um mandril com cateter calibre 18G,
conectado a um sistema estéril de aspiracao folicular. Tal sistema é conectado
a um tubo tipo Falcon de 50ml, contendo 5ml de solucdo tampéao fosfato salino
modificado por Dulbecco (DMPBS), previamente aquecida a 37,7°C e com 20ul
de heparina sodica (5000UI/ml), onde foi depositado o conteddo aspirado. Esse
circuito tem também a participagdo de uma bomba de vécuo ajustada a
70mmHg, possibilitando a aspiracéo e fluxo do conteddo no sistema.

Os odcitos foram selecionados e classificados de acordo com Viana et al.
(2004), alocados em meio para maturacao e transportados por 780 km para o
laboratério sede, onde era feita a fertilizag&o.

2.2.2 Fertilizagéo in vitro (FIV)

Os complexos cumulus odcitos (COCs) foram fecundados com sémen

proveniente de centrais especializadas na comercializagcdo de sémen. Foi
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utilizado sémen sexado de fémea, de seis touros Nelore, preparado através do
método Gradiente de Percoll.

O acasalamento foi realizado através do PAD (Programa de
Acasalamento Dirigido), programa desenvolvido pela GenSys, o qual auxilia no
controle de consanguinidade e combina informac¢des de avaliagdes genéticas da

matriz e touro acasalados.

2.2.3 Cultivo in vitro (CIV)

No sétimo dia ap6s a fecundacdo, foi avaliada a quantidade de
blastocistos produzidos, e posteriormente calculada a taxa de blastocisto ou taxa
de producéo de embrides, que consiste na relacao entre a producdo de embrido
e 0 numero de odcitos totais coletados através da OPU.

No sétimo dia apos a fecundacado, os embrides foram classificados de
acordo com o grau de desenvolvimento, com auxilio de microscopio. A
classificacdo dos embrides foi realizada através da avaliacdo dos aspectos
morfolégicos, como formato, simetria, coloracdo, extrusao celular e integridade
da zona pellcida, sendo essas caracteristicas diretamente relacionadas com a
viabilidade do embrido (HAFEZ et al., 2004).

Durante o cultivo, os embrides foram transportados por 700 km até a
fazenda-destino, onde foi montada estrutura com equipamentos necessarios
para a avaliacdo e envase dos embrides, realizado cerca de 4 horas antes do
manejo de transferéncia.

Os embrides foram classificados de acordo com a tabela abaixo (Tabela
1), e posteriormente preparados para transferéncia. O envase de embrides para
transferéncia foi feito principalmente pelo estagio de desenvolvimento BX
(84,5%), BL (8,0%), BN (5,0%), BE (0,5%) e BI (2,0%) (Figura 1).
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Tabela 1 — Classificacdo dos embrifes proposta pela IETS por codigos de

acordo com o estagio de desenvolvimento e qualidade embrionaria. Fonte:

adaptado de Stringfellow; Seidel (1998).

A B €
- :

Caodigo

1

Estéagio de
desenvolvimento

Nao fertilizado
2-12 celulas
Morula inicial
Morula
Blastocisto inicial

Blastocisto

Blastocisto
expandido
Blastocisto
eclodindo
Blastocisto
eclodido

Cadigo

Grau de qualidade
Excelente ou bom
Razoavel
Ruim

Morto ou degenerado

Figura 1 - Embribes em diferentes estagios de blastocistos. A. Blastocisto inicial;

B. Blastocisto; C. Blastocisto expandido; D. Blastocisto eclodido. Fonte: Grazia,

20109.
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2.3Receptoras

Foram utilizadas novilhas Bos indicus x Bos taurus (Nelore x Angus) como
receptoras (n = 5136), de 15 a 30 meses. A taxa de ovulacao ao protocolo foi de
85%, resultando em 4366 transferéncias de embrides. As receptoras que nao se
tornaram gestantes na primeira tentativa, receberam nova transferéncia de
embrido.

Todas as receptoras foram originadas de compra e foram submetidas a
protocolo sanitario, com vacinacao e reforco para doencas reprodutivas, assim
como infecto-contagiosas, completando esquema vacinal pelo menos 30 dias
antes do inicio do estudo.

O peso de um subgrupo de receptoras (n = 2237) foi coletado no momento
da TE, e o escore de condicdo corporal foi avaliado em todas as receptoras no
dia da transferéncia, seguindo a escala de 1 (magra) a 5 (obesa) (HOUGHTON
et al., 1990), pelo transferidor responsavel.

Foram realizadas 3182 transferéncias em receptoras mantidas em
piguetes de Brachiaria spp. durante todo o periodo experimental, recebendo
suplementacéao de sal proteinado a 0,3% do PV (composto por aveia (50%), DDG
(31,6%), ureia (4%), sal branco (4%), fosfato (3,2%), carbonato (3%), ureia
protegida (2,7%) e nucleo mineral (1,4%), e agua ad libitum.

Foram realizadas 1184 transferéncias em receptoras mantidas por 120
dias em confinamento, recebendo dieta baseada em silagem de milheto e capim
Piata (49%), DDG (7%), milho moido (26,5%), nucleo mineral (1,2%), ureia
pecuéria (0,3%), ureia protegida (0,5%) e agua (15,5%). Essas receptoras foram
alocadas no confinamento 90 dias antes da TE, receberam embrido e
aguardaram o primeiro diagnéstico (DG1), completando 120 dias de
confinamento. Apdés o primeiro diagndéstico, as receptoras prenhas foram
alocadas a pasto, seguindo mesmo manejo que as demais receptoras.

2.4Protocolo de sincronizagao

No D-17, 5136 receptoras receberam dispositivo intravaginal de 0,5g de
P4 (ReproOne, Globalgen) e 2mg (2ml) de benzoato de estradiol (BE,
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Bioestrogen, Biogenesis); no D-9 foi feita a remocéao do dispositivo de P4 + 1mg
(2ml) de cipionato de estradiol (CE, Cronicip, Biogenesis) + 300Ul (1,5ml) de
eCG (Ecegon, Biogenesis) + 150ug (2ml) de D-cloprostenol (PGF2a, Croniben,
Biogenesis). Todas as receptoras receberam 10,5 mcg de acetato de buserelina,

analogo do horménio GnRH (Gonaxal, Biogenesis) no dia da TE (DO0).

2.5Transferéncia de embrides

No dia da TE (DO) todas as receptoras protocoladas foram avaliadas
através de palpacéo retal, recebendo embrido apenas aquelas com presenca de
CL. A taxa de ovulac&o ao protocolo foi de 85%, e 4366 receptoras receberam
embrido a fresco.

Os embrides foram transferidos nove dias apds a retirada do implante de

P4, por dois veterinarios experientes da empresa contratada.

2.6Diagnéstico de gestacao

O primeiro diagnostico de gestacdo (DG1) foi realizado através da
avaliacao uterina 25 * 1,5 dias apos da TE, sendo considerado prenhe atraves
da visualizagdo do embrido, por meio do aparelho DP10 Mindray® (com
transdutor linear multifrequencial na opcéo 7,5MHz).

As receptoras prenhas ao DG1 foram reavaliadas via palpagao retal
através da ultrassonografia e do mesmo aparelho ultrassonografico utilizado
anteriormente, 83 + 18,1 dias apds a transferéncia (DG2), para verificacdo da
manutencdo da gestacdo. Foram consideradas prenhas quando houve
visualizagédo do concepto. Para os animais prenhes ao DG1 que n&o tiveram o

concepto visualizado ao DG2, foi considerado perda gestacional.

2.7Nascimento dos animais

As receptoras prenhas foram alocadas em lotes de acordo com a previséo

de parto, para acompanhamento dos nascimentos, sendo coletadas informacgdes
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de paricdo e nascimento dos bezerros. Animais diagnosticados prenhas no DG2

e que nao pariram, foi considerado perda gestacional entre DG2 e parto.

1mg CE
300UI eCG
2mg 150 pg PGF2a 108 TEG -
,5meg Gn
BEI [ Dispositivo de P4 ] | ? DF" D(I32 |
| | | I I |
D-17 D-9 DO D25+1,5 D83 + 18,1 Parto

dias dias

Figura 2 — Diagrama esquematico do protocolo de sincronizacdo das receptoras
e manejos de avaliacdo do experimento: D-17: insercao de dispositivo de P4 e
aplicacéo de 2 mg de BE (benzoato de estradiol); D-9: retirada do dispositivo de
P4, aplicacdo de 1mg de CE (cipionato de estradiol), 300Ul de eCG
(gonadotrofina coridnica equina) e 150ug de PGF2a; DO: transferéncia de
embrido e aplicacdo de 10,5mcg de GnRH (gonadotrofina); DG1: diagnostico de
gestacdo por ultrassonografia 25 = 1,5 dias ap0s a transferéncia; DG2:
diagndstico de gestacéo por ultrassonografia 83 + 18,1 dias apos a transferéncia;

Parto: coleta de informagé&o de parto das receptoras prenhas.

3. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas das variaveis binomiais foram analisadas pelo
PROC GLIMMIX do SAS (SAS ver. 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC).

O status da prenhez foi considerado varidvel dependente, sendo que
todos os touros avaliados tiveram, pelo menos 100 embrides transferidos. Foram
realizadas analises nas variaveis de producao de odécitos, categoria da doadora,
dieta (0,3%PV ou confinamento), ECC e peso da receptora no dia da TE, touro
através do procedimento GLIMMIX do SAS.

Os efeitos significativos foram reportados através da meédia dos
guadrados minimos (Is) e pdiff. Foram considerados estatisticamente
significantes valores de P < 0,05 e tendéncias valores de P < 0,10. Os efeitos

significativos serdo reportados pela média dos quadrados minimos.
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4. RESULTADOS

41.1 Doadoras

Na Tabela 2 é apresentada a média da recuperacao oocitaria em cada
sessdo de OPU, de acordo com a categoria (NP, NR ou VM). Foi observado que,
proporcionalmente, quase 50% das doadoras aspiradas foram NP, com
contribuicAo de apenas 18% das NR. Entretanto, o numero de odcitos
recuperados da categoria de NR contribuiu com 19% dos odcitos totais.

A producdo oocitaria das novilhas foi semelhante (média de 40,7
o0citos/OPU), independente de NP ou NR.

Tabela 2 — Média da producdo de o0citos/lOPU e proporcdo da

participacdo das doadoras nas sessoes de aspira¢ao de acordo com a categoria.

. . Média de x
Doadora N° OPU Oadcitos Totais o6citos/OPU Proporcao
NP 344 14002 40,7 48%
NR 130 5288 40,7 18%
VM 247 8540 34,6 34%
Total 721 27830 38,6 100%

Em ambito geral, as doadoras foram divididas em quartis de acordo com
a producao oocitaria/OPU, sendo o quartil | representado pela produ¢cdo menor
ou igual a 23 odcitos/doadora e o quartil IV representado pela producdo maior
ou igual a 73 odcitos/doadora. A Tabela 3 apresenta os dados relacionados a
producdo de odcitos e manutencdo da gestacdo. Houve efeito do nimero de
odcitos coletados na sessdo de OPU e a relacdo parto/doadora (P < 0,01), sendo
gue a medida que as doadoras produziram mais o6citos, também resultaram em
maior quantidade de partos. A producdo de odcitos nao interferiu nos indices de
manutencéo da gestacao (P > 0,05).
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Tabela 3 — Efeito da producao oocitaria por doadora nos indices de manutencéo

da gestacéao.

Quartil N° doadoras NCembrides  DG1 DG2 Parto PergzDzGl- Pers:rlt)oGz- Parto/DG1 Pa:jtoor/:oa

I 112 365 37,0% 21,6% 12,9% 41,5% 40,5% 34,8% 0,42

< 23 o6citos (135/365)  (79/365)  (A7/365) (56/135)  (32/79)  (47/135) (47/112)
Il 109 691 42,0% 25,6% 15,3% 39,0% 40,1% 36,6% 0,97b

24 - 38 06citos (290/691)  (177/691) (106/691) (113/290)  (7L/177)  (106/290) (106/109)
Il 122 1112 43,5% 26,6% 16,5% 38,8% 38,2% 37,8% 1,5

39 - 72 o6citos (484/1112) (296/1112) (183/1112) (188/484)  (113/296)  (183/484) (183/122)
v 120 2198 40,6% 24,5% 16,1% 39,6% 34,2% 39,6% 2,95d

> 73 0dcitos (893/2198)  (538/2198) (354/2198) (355/893)  (184/538)  (354/893) (354/120)
Erro medio padrao 1,74 1,53 1,29 2,73 3,48 2,72 0,16
Valor de P 0,13 0,24 0,39 0,94 0,38 0,61 <0.01

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 + 18,1 dias ap06s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o

primeiro e segundo diagnéstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.

Dados relacionados a categoria das doadoras de odcitos para producéo
dos embrides estdo reportados na Tabela 4. Houve efeito da categoria das
doadoras nos indices de manutengdo da gestacdo (P < 0,05), mas ndo para
perdas gestacionais entre DG1 e DG2 (P > 0,05).

Ao DG1, embrides provenientes de doadoras NP promoveram menor
resultado de prenhez (39%; 808/2072) quando comparados com doadoras NR
(42,6%; 349/819) e VM (43,7%; 645/1475). As duas Ultimas categorias
promoveram resultados estatisticamente semelhantes entre si no DG1 (P>0,05).
O mesmo comportamento de resultados foi observado ao DG2, com menores
resultados para embrides de NP (22,7%; 470/2072), seguido de NR (27,4%;
224/819) e VM (26,8%; 396/1475).

Embrides provenientes de NR foram aqueles que promoveram maior taxa
de paricdo, enquanto a taxa de paricdo de embrides de NP e VM néao diferiram
entre si.

N&o houve efeito da categoria da doadora nas perdas gestacionais entre
DG1 e DG2 (P = 0,13), mas esse efeito se destacou nas perdas entre DG2 e

parto (P = 0,04), sendo que embrides provenientes de VM promoveram maiores
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perdas entre DG2 e parto (40,9%; 162/396) e NR apresentaram as menores
perdas entre DG2 e parto (30,8%; 69/224).

Tabela 4 — Efeito da categoria da doadora nos indices de manutencdo da

gestacao.
Doadora N° embrides DG1 DG2 Parto D g irgz 5 Pers:rltDoGZ- Parto/DG1
\p 2072 399 22,7%°  145%°  41,8%  36%, 37,3%"
(808/2072)  (470/2072)  (301/2072) (338/808) (169/470)  (301/808)
NR 819 42,6%" 27,49%" 18,9%" 358% 30,890 44,4%"
(349/819)  (224/819)  (155/819)  (125/349)  (69/224)  (155/349)
M 1475 43,79¢  268% = 1599%°  38,1%  40,99¢  36,3%
, (645/1475)  (396/1475)  (234/1475) (249/645) (162/396)  (234/645)
Erro medio padrao 1,36 1,19 1,00 2,08 2,61 2,07
Valor de P 0,01 <0.01 0,01 0,13 0,04 0,03

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 + 18,1 dias ap0s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o
primeiro e segundo diagndstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.

A Tabela 5 mostra os indices de manutencao da gestacao de acordo com
a taxa de producdo de embrides (embribes produzidos/odcitos coletados), que
foram categorizadas de acordo com a média da taxa de producdo, ou seja,
abaixo ou acima de 18%. N&ao houve efeito da taxa de producéo de embrides no
DG1 (P > 0,05), entretanto houve efeito no DG2 e parto (P < 0,01). Dessa forma,
a taxa de producgéo de embrides influenciou as perdas gestacionais entre DG1 e
DG2 (P < 0,01).
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Tabela 5 — Efeito da taxa de producao de embrides por doadora nos indices de
manutencao da gestacao.

Taxa de producéo de PerdaDG1- PerdaDG2-

- N° doadoras N° embrides DG1 DG2 Parto Parto/DG1
embrides DG2 parto

<18% 240 1411 403%  225%  139% 4429  382%  345%
(568/1411)  (317/1411) (196/1411) (251/568)  (121/317)  (196/568)

> 18% 223 2955 418%  262%  167% 374%  361% 40%"
(1234/2955)  (773/2955) (494/2955) (461/1234)  (279/773)  (494/1234)

Erro medio padrao 1,11 0,97 0,82 1,73 2,24 1,72
Valor de P 0,28 <0.01 <0.01 <0.01 0,38 <0.01

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 £ 18,1 dias ap0s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o
primeiro e segundo diagnéstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.

4.1.2 Receptoras

A Tabela 6 representa os dados de manutencédo da gestacdo de acordo
com a dieta que as receptoras foram submetidas. Houve efeito da dieta nos
indices de manutencao da gestacdo (P < 0,01), exceto para DG1 (P > 0,05).
Sendo que receptoras mantidas em pastagem com suplementacédo de 0,3% PV
tiveram melhor desempenho na manutencéo da gestacdo, e maiores indices de
parto (P < 0,01) do que aquelas receptoras mantidas em confinamento até o
primeiro diagnéstico (DG1) e soltas a pasto a partir de entéo.

Tabela 6 — Efeito da dieta das receptoras nos indices de manutencéo da

gestacao.
Perda
. . Perda
Dieta Ne embrides DG1 DG2 Parto DG1- Parto/DG1
DG2-parto
DG2
0,3% PV 3182 41,4% 26,6%" 17,7%" 35,690 33,5%" 42,8%"
(1317/3182) (848/3182) (564/3182) (469/1317) (284/848)  (564/1317)
) b b b b b
CONEINAMENTO 1184 41,0% 20,4% 10,6% 50,1% 47,9% 26%
(485/1184)  (242/1184)  (126/1184) (243/485) (116/242)  (126/485)
Erro medio padrao 1,15 1,01 0,85 1,76 2,36 1,75
Valor de P 0,79 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 + 18,1 dias ap0s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o
primeiro e segundo diagnéstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.
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A Tabela 7 mostra o efeito do escore de condi¢cao corporal (ECC) no dia
da TE e os indices de manutencao da gestacdo. Nado houve efeito do ECC no
DG1 (P > 0,05). Receptoras com ECC menor ou igual a 3,0 tiveram maior taxa
de parto (P < 0,01) e apresentaram menores indices de perdas ao longo da

gestacao (P < 0,05), do que aquelas com ECC > 3.

Tabela 7 — Efeito do ECC das receptoras nos indices de manutenc¢éo da

gestacao.
ECC N embrides DG1 DG2 Parto Perdas DG1- - Perdas DG2- ,  bG1
DG2 parto

<3,0 1348 42,5% 28,0%" 19,9%" 34,2%" 32,0%" 44,7%"
(573/1348) (377/1348) (256/1348) (196/573) (121/377)  (256/573)

>3,0 3018 40,7% 23,6%" 14,4%" 42,0%" 39,1%" 35,3%"
(1229/3018) (713/3018) (434/3018) (516/1229) (279/713)  (434/1229)

Valor de P 0,27 <0.01 <0.01 <0.01 0,02 <0.01

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 + 18,1 dias ap0s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o

primeiro e segundo diagnéstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.

A Tabela 8 descreve o efeito do peso da receptora no dia da TE e os
indices de manutencéo da gestacdo. Receptoras mais pesadas no dia da TE (>
391 kg) apresentaram melhor indice de parto, e portanto maior taxa de paricéo
em relacdo primeiro diagndstico (P < 0,05). Houve efeito do peso apenas no
parto (P < 0,05), com maiores indices para receptoras mais pesadas.
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Tabela 8 — Efeito do peso das receptoras no dia da TE e os indices de

manutencao da gestacao.

Perda Perda

Peso N° embrides DG1 DG2 Parto DG1-DG2 DG2-Parto Parto/DG1
<300 kg 204 38,7% 21,0% 109  456%  535%  253%"
(79/204) (43/204) (20/204) (36/79) (23/43) (20/79)
300 - 330 kg 664 37,8% 20,0% 139%° 47,0%  353% 34,3%
(251/664)  (133/664)  (86/664)  (118/251)  (47/133)  (86/251)
331 - 360 kg 764 43,2% 23,3% 134%°  46,0%  42,7% 30,99
(330/764)  (178/764)  (102/764)  (152/330)  (76/178) (102/330)
361 - 390 kg 386 38,9% 21,5% 1359  453%  36,6% 34,7%
(150/386) (82/386) (52/386)  (68/150) (30/82) (52/150)
> 391kg 219 43,4% 27,9% 20,59¢  358%  262%  47,4%"
(95/219) (61/219)  (45/219)  (34/95)  (16/61) (45/95)
Erro medio padrao 2,58 2,19 1,80 4,13 5,41 3,91
Valor de P 0,22 0,15 0,02 0,39 0,14 0,02

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 £ 18,1 dias ap06s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o
primeiro e segundo diagnéstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o0 DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.
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4.1.3 Touros

Foi observado efeito do touro nos indices de manutencdo da gestacéo,
assim descrito na Tabela 9 (P < 0,01). As perdas entre DG1 e DG2 variaram
entre 28,1% e 55,1% (P < 0,01). E as perdas entre DG2 e parto variaram de
18,4% a 57% (P < 0,01).

Tabela 9 — Efeito dos touros nos indices de manutencédo da gestacao.

Perda Perda
Touro N° embrides DG1 DG2 Parto DG1- Parto/DG1
DG2-parto
DG2
Touro A 103 47,6% 21,4% 13,6% 55,1% 36,4% 28,6%
(49/103) (22/103) (14/103)  (27/49) (8/22) (14/49)
Touro B 572 46,2% 29,5% 20,3% 36,0% 31,4% 43,9%
(264/572)  (169/572)  (116/572)  (95/264)  (53/169)  (116/264)
Touro C 206 43,2% 31,1% 20,9% 28,1% 32,8% 48,3%
(89/206) (64/206) (43/206) (25/89) (21/64) (43/89)
Touro D 1447 39,3% 22,9% 13,1% 41,7% 43,1% 33,2%
(569/1447)  (332/1447)  (189/1447) (237/569) (143/332)  (189/569)
Touro E 124 43,5% 30,6% 25,0% 29,6% 18,4% 57,4%
(54/124) (38/124) (31/124) (16/54) (7/38) (31/54)
Touro F 1914 40,1% 24,3% 15,5% 40,2% 57,0% 38,2%
(777/1914)  (465/1914)  (297/1914) (312/777) (168/297)  (297/777)
Erro medio padrao 2,82 2,51 2,11 4,26 5,43 4,22
Valor de P 0,05 <0.01 <0.01 0,01 0,01 <0.01

DG1 25 + 1,5 dias apés a TE; DG2 83 £ 18,1 dias apo6s a TE; Perda DG1-DG2 perdas gestacionais entre o
primeiro e segundo diagnéstico; Perda DG2-parto perdas gestacionais entre o DG2 e parto.

a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05.
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5. DISCUSSAO

Este estudo foi realizado para verificar fatores que interferem na
manutencdo da gestacdo de embrides FIV transferidos em receptoras Bos
indicus x Bos taurus (Nelore x Angus). Foram encontradas altas taxas de perdas
ao longo da gestacgao, promovendo taxa de pari¢édo geral de 15,8% - em relacéo
ao total de embries transferidos. Existe grande lacuna na literatura sobre dados
de perdas gestacionais até o parto em vacas de corte, principalmente utilizando
a TE. As informagbes disponiveis relacionadas as perdas geralmente séo
reportadas até 100 dias de gestacdo (REESE et al., 2020).

As falhas reprodutivas possuem crucial relevancia na economia da
atividade, e as perdas gestacionais mostram-se expressivas nos dois primeiros
meses de gestacao, principalmente no periodo de desenvolvimento embrionario
inicial (até 28 dias de gestacédo), com relatos de aproximadamente 50% de perda
(REESE et al., 2020). Entre os dias 30 e 60 de gestagdo, Sales et al. (2011)
reportou perdas gestacionais de 13,7% (28/204).

A perda gestacional envolve mudltiplos fatores, inerentes a linhagem
materna e paterna (POHLER et al., 2012; 2016; ORTEGA et al., 2018; FRANCO
et al., 2020). Assim, a investigacdo de efeitos que podem ser aperfeicoados é
promissora para melhoria dos resultados dessa técnica.

Relatos na literatura confirmam grande variacdo individual na
recuperacao oocitaria de doadoras Bos indicus, sendo que, neste estudo, as
doadoras produziram 0 a 215 odcitos/sessdo de OPU, com média de 38,6
oocitos/doadora. Pontes et al. (2011) relataram recuperacao de 0 a 128 odcitos
viaveis por sessdo de OPU em doadoras da mesma raca e média de 30
o0citos/OPU. Outros estudos, especulam média de recuperacdo oocitaria/ OPU
na raca Nelore em torno de 25 a 30 odcitos (BLASCHI et al., 2004), inferior a
média de producdo geral encontrada aqui. Tal diferenca pode estar atribuida a
populacdo de animais aspirada, pertencente a um rebanho fonte de
melhoramento genético, selecionadas geneticamente para melhor desempenho
produtivo e, consequentemente, reprodutivo.

As diferencas na recuperacao oocitéria entre vacas e novilhas pode estar

associada ao estado fisiolégico dessas categorias, ja que todas as doadoras
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multiparas eram paridas, em média, ha 45 dias. Fémeas ndo lactantes
apresentam maior producao de oocitos e de blastocistos, quando comparadas
aquelas em lactacdo (BARUSELLI et al., 2016). A lactacdo e presenca do
bezerro tornam o anestro pds-parto de vacas Nelore mais prolongado quando
comparado com Bos taurus, sendo justificados pelas alteracbes enddécrinas e
metabolicas desse periodo, como inibicdo da secrecdo de GnRH, maior taxa
metabdlica de horménios esterdides, dentre outros aspectos (SARTORI et al.,
2002; BARUSELLI et al., 2012).

A relagdo de doadoras com maior producdo oocitaria e
consequentemente mais prenhezes encontradas neste estudo também foi
relatada por Pontes et al. (2011), no qual o grupo de alta producdo oocitaria
contemplava producdo de 58,94 + 2,04 odcitos/doadora, e promoveu maior
guantidade de prenhezes do que outros grupos de producéo inferior. Santos et
al. (2016) observou que a selecdo de doadoras com alta producdo oocitaria
produziu 10 a 30 vezes maior quantidade de embrides em relacdo as doadoras
de producdo baixa ou intermediaria. Do mesmo modo, a relagdo de parto por
doadora aumentou a medida que o numero de odécitos aumentou. Dessa
maneira, a selecdo exclusiva de doadoras de alta produ¢cdo pode promover uma
producdo acumulativa de blastocisto de 96,3% maior do que a contagem
acumulativa de blastocisto de doadoras de baixa producao oocitaria (MOROTTI
et al., 2015; MONTEIRO et al., 2016).

Ao avaliar a categoria da doadora e sua influéncia na manutencédo da
gestacao, Baruselli et al. (2016) observaram menor taxa de concep¢ao aos 30
dias de embrides provenientes de novilhas pré-puberes e puberes (7%; 3/43),
melhorando a concepcgédo para embrides de doadoras em lactacdo (28,6%;
10/25) e nao lactantes (32,7%; 36/74). Este fato pode estar relacionado com a
melhor qualidade oocitaria de fémeas adultas, quando comparado com fémeas
jovens, corroborando com os resultados encontrados, onde embrides de NP
promoveram indices de 39% (808/2072) ao DG1 e 22,7% (470/2072) ao DG2,
enquanto doadoras NR e VM tiveram indices semelhantes entre si (42,6%;
[349/819] e 43,7%; [645/1475], respectivamente, para DG1 e 27,4%; [224/819] e
26,8%; [396/1475] respectivamente, para DG2).

As fémeas jovens podem apresentar competéncia oocitaria

comprometida, devido ao ajuste hormonal que vem ocorrendo nessa fase, com
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tendéncia de produzir o6citos de menor diametro folicular, associados a menor
concentracdo de estradiol pré-ovulatorio, impactando a sobrevivéncia
embrionéria (VASCONCELOS et al., 2001; HANSEN, 2002; MARTINS et al.,
2014). Entre as fémeas ndo lactantes, notam-se diferentes produgfes de
embrides de novilhas pré-puberes e puberes, sendo que novilhas mais velhas
apresentam maior eficiéncia na producdo de embrides, assim como maior
contagem de o0citos viaveis na recuperacao oocitaria (BARUSELLI et al., 2016),
podendo justificar maior taxa de prenhez de embrifes provenientes de NR e VM
ao DG1 e DG2.

Ainda nesse sentido, doadoras com maiores taxas de producdo de
embrides, ou seja, melhor desempenho na PIV promoveram maior manutencao
da gestacéo, com taxa de parto de 16,7% (494/2955) vs. 13,9% (196/1411).

A dindmica do ciclo estral e o conjunto de variag6es hormonais no periodo
pré ovulatério e metaestro sdo fundamentais para promover receptividade
uterina e orquestrar desenvolvimento endometrial coordenado (CRUPPE, 2011).
Quando a regulacdo fisiolégica hormonal e uterina € inadequada, a
sobrevivéncia embrionaria e posterior desenvolvimento do concepto é
comprometida (HANSEN, 2002; CRUPPE, 2011). Portanto, o periodo de
proestro, inducdo da ovulacéo de foliculos pequenos ou ndo competentes, idade
e estresses maternos podem comprometer a sobrevivéncia do embrido
(VASCONCELOS et al., 2001; HANSEN et al., 2002; SANTOS et al., 2004).

A duracéo do proestro de 3 dias neste estudo, pode ter impactado os
efeitos de manutencao da gestacao, levando em consideracdo os argumentos
expostos, o aumento na duracdo do proestro pode impactar positivamente os
resultados de preparacao uterina e sobrevivéncia embrionéria.

A sobrevivéncia embriondria é influenciada por inUmeros fatores, e o
zigoto € formado por materiais genéticos e ndo genéticos provenientes de
oocitos e espermatozoides. Dessa forma, defeitos na fungcdo oocitaria ou no
espermatozoide podem reduzir a sobrevivéncia embrionaria (HANSEN, 2002). O
desenvolvimento do embrido é composto por multiplos processos, e estresses
maternais afetam a sobrevivéncia do embrido, sendo esta dependente nédo
somente da magnitude do estresse aplicado, mas também da eficacia das

respostas adaptativas embrionarias nessa situagcdo (HANSEN, 2002).
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A capacidade de sobrevivéncia do embrido a perturbacées no ambiente
materno depende do grau de adaptacdo desse embrido ao ambiente em que
reside (HANSEN, 2002). Demetrio et al. (2007) relataram o efeito do estresse
por calor nos indices de concepgédo e perdas gestacionais em vacas holandesas,
sendo que as perdas embrionarias podem representar efeito residual de
estresses que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario, refletindo até o
periodo fetal (HANSEN, 2002; DEMETRIO et al., 2007).

Diante disso, fatores como estresse ambiental e nutricional impactam
diretamente a sobrevivéncia embrionaria (HANSEN, 2002; DEMETRIO et al.,
2007). E bem relatado na literatura que o estresse impacta diretamente a
performance reprodutiva de vacas independente da raca (taurina ou zebuina).
Relata-se que animais mais reativos possuem efeito deletério na taxa de
concepcao, assim como doadoras de odcitos submetidas a estresse por calor
produzem menos embrides viaveis e mudancas de grupos sociais provocam
maior taxa de servico (DOBSON et al.,, 2001; COOKE et al., 2011). Esses
estudos sustentam a justificativa de que a mudanca do manejo nutricional e
social das receptoras impactaram os indices de manutencdo da gestacao, pelo
menos parcialmente pelo estresse sofrido nas mudancas, sendo que receptoras
mantidas em confinamento e posteriormente manejadas a pasto, promoveram
indices de manutencdo da gestacdo muito inferiores aquelas mantidas a pasto
durante o periodo experimental (DG2: 26,6% vs 20,4%; Parto: 17,7% vs 10,6%,
respectivamente).

Efeitos da alta lotacdo durante a recria de novilhas foram observados por
Schubach e colaboradores (2017), que avaliaram novilhas recriadas em piquetes
de baixa lotacdo (25.000m?/novilha) e em confinamento sob alta lotacédo
(14m2/novilha), recebendo a mesma dieta. Os autores observaram efeito do tipo
de manejo no alcance a puberdade, sendo que novilhas sob baixa lotacéo
atingiram a puberdade em maior proporcdo do que aquelas em alta lotacéo
(65,4% vs 31,9%), mesmo apresentando peso corporal e ganho semelhantes ao
fim do periodo experimental (0 a 182 dias). No mesmo estudo, foram avaliadas
concentracfes de cortisol em amostras de pelo das novilhas em diferentes
manejos, sugerindo maior estresse cronico no grupo de alta lotacdo. Diante
desses resultados, o raciocinio de que o estresse impacta a fertilidade de

bovinos é reforcado (SCHUBACH et al., 2019). Dessa maneira, a mudanca de
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manejo de receptoras prenhas aos 32 + 1,5 dias mostrou efeitos prejudiciais aos
resultados de manutencao da gestacdo ao longo de todo periodo gestacional.

De acordo com a influéncia do cortisol na manutencgéo da gestagéo, Braun
et al. (2007) investigaram os efeitos da administracdo de uma (104 dias de
gestacao), duas (104 e 111 dias de gestacao) ou trés (104, 111 e 118 dias de
gestacao) doses de betametasona (BET) em ovelhas gestantes, no numero e
distribuicdo de células binucleadas placentarias, nos niveis de proteina oPL
(horménio lactogénico placentario) e nos niveis plasmaticos de oPL materno e
fetal em ovelhas. A BET é um glicocorticoide que age em feedback negativo ao
cortisol, conhecido por efeitos benéficos em gestacdes de alto risco em humanos
(MALTAU et al., 1979). Os autores observaram que a administracdo de BET
resultou em redugao significativa em BNC entre 109 e 146 dias de gestacéo,
para valores que foram 24 a 475 vezes menores do que em animais que nao
receberam BET. Adicionalmente, animais tratados apresentaram niveis de oPL
— importante para o crescimento fetal - 52 a 72% inferiores aos animais controle
nos dias 116 e 121 de gestacdo. Ao avaliar amostras do tecido placentario, foi
observado que a administragdo materna de BET alterou a distribuicdo e
localizacdo de BNC dentro dos placentomas — podendo estar associado as
alteracOes na formacao de BNC e producéo de oPL. Dessa forma, o0 aumento da
concentracdo de BET com o intuito de controlar as concentragdes de cortisol,
pode potencializar alteragdes placentérias e perdas gestacionais.

Os efeitos do status nutricional das matrizes também sdo facilmente
encontrados nos resultados reprodutivos, ja que a boa nutricdo implica em
alteracdes no ambiente uterino, impactando tanto o desenvolvimento oocitario
como viabilidade embrionaria (FERNANDES et al.,, 2016). Santos e
colaboradores (2004) observaram maiores perdas gestacionais em animais
submetidos a estresses nutricionais e perda de ECC, principalmente porque o
status metabdlico da vaca afeta a sobrevivéncia embrionaria e fetal (SANTOS et
al.,, 2004). Assim, maior peso corporal das receptoras foi importante para
melhores indices de parto, entretanto, essa variavel foi mensurada pontualmente
apenas no momento da TE. Da mesma forma, a avaliacdo de ECC ocorreu
pontualmente, ndo sendo considerada a variacdo de ECC durante a gestacao, a

gual se mostraria mais fidedigna. Adicionalmente, analises mais robustas com
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relacdo a interacdo do peso e ECC com o manejo nutricional ao qual as
receptoras estavam submetidas no momento da TE, devem ser consideradas.

Com relacdo ao efeito dos touros, muitos estudos relatam variagdo do
desempenho de touros na FIV (ASSUMPCAO et al., 2019; ALMEIDA et al.,
2022). Entretanto, existem poucos relatos que exploram o efeito do touro na
manutencdo da gestacdo. Franco et al. (2020) encontraram grandes variacdes -
1,8 a 11,7% para perdas embrionarias iniciais de 24 a 31 dias de gestacéo e 2,3
a 12,6% para perdas embrionérias tardias de 31 a 60 dias de gestacdo de acordo
com o touro utilizado na IATF. Os autores associaram a disparidade na
manutencdo da gestacao entre touros com a possivel deficiéncia da placentacao
(que ocorre entre os dias 21 a 42 da gestacao).

Além disso, Barton e colaboradores (1985) verificaram a relevancia do
genoma paterno no desenvolvimento placentario de embrides de rato, atuando
diretamente na capacidade de proliferacéo do trofoectoderma e desenvolvimento
do embrido. Corroborando com esses resultados, Pohler e colaboradores (dados
ndo publicados) transferiram embrides bovinos partenogenéticos em receptoras
no estigio de blastocisto, e monitoraram o desenvolvimento gestacional. Os
pesquisadores observaram em dados preliminares que mesmo que os embrides
consigam sobreviver até 40-45 dias de gestacdo, nenhum sitio de implantacéo e
fixacdo ao endométrio foi observado, sugerindo que os tecidos trofoblasticos nao
séo adequadamente formados na auséncia de genes paternos (citado em Pohler
et al., 2020).

Dessa forma, a genética paterna influencia diretamente a placentacao,
podendo justificar o efeito do touro nas perdas gestacionais tardias. A
mortalidade embrionaria até 60 dias de gestacdo pode estar relacionada com a
vascularizacdo deficiente do alantoide, retardo em seu crescimento ou até
mesmo auséncia (LEMLEY et al., 2021).

Em busca de monitorar a funcdo placentaria e viabilidade embrionaria,
Pohler et al. (2016) e Franco et al. (2018) observaram que menores
concentracdes de PAGs por volta de 30 dias de gestacao foram correlacionadas
positivamente com perdas gestacionais, sendo que significativas diferencas na
concentracdo de PAGs foram observadas de acordo com o touro utilizado na
IATF. Essas variacfes na producdo de PAGs de acordo com o touro utilizado,
também foram observadas por Ortega et al. (2018).
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Ainda nesse contexto, Amaral e colaboradores (2022) observaram efeito
do touro na taxa de concepc¢ao aos 30 dias (P=0,008), taxa de parto (P<0,001)
e perdas gestacionais até o parto (P=0,017) ao avaliar embriées produzidos in
vitro, assim como observado neste estudo, onde as perdas gestacionais entre
32 + 1,5 dias e 90 £ 18,1 dias de gestacao variaram entre 28,1% a 55,1%, e as
perdas gestacionais entre 90 + 30 dias de gestacao até o parto variaram entre
18,4% a 57%.
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6. CONCLUSAO

Os indices de manutencao da gestacao de receptoras submetidas a TETF in
vitro sdo afetados por caracteristicas das doadoras, como a categoria da
doadora aspirada para producao dos embrides, sendo que NP e VM promoveram
piores indices de sobrevivéncia embrionaria do que doadoras NR,
provavelmente associado a competéncia oocitaria e subsequente
desenvolvimento embrionario.

A guantidade de odcitos recuperados ndo afetou a manutencao da gestacao,
enquanto a taxa de producdo de embribes (embribes produzidos/oécitos
coletados acima de 18%) demonstrou efeito positivo na manutencéo da gestacéo
até o parto.

Quanto as receptoras, melhores indices de manutencédo da gestacao
foram encontrados para receptoras manejadas a pasto durante todo o periodo
experimental, ja que a mudanca de manejo das receptoras pode ter promovido
estresse maternal afetando diretamente a sobrevivéncia embrionaria.

O touro utilizado na producdo embrionaria mostrou efeito durante todas as
etapas do estudo, promovendo efeitos desde o primeiro diagndstico até o parto,
demonstrando variacdes individuais no efeito de perda gestacional e no periodo

avaliado.
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IMPLICACOES

O presente estudo trara contribuicdes para pesquisadores e pecuaristas na area
de reproducdo animal, ja que demonstrou importantes resultados de perdas
gestacionais em receptoras submetidas a TETF. Além disso, esse assunto
pouco discutido traz grandes impactos econdmicos no sistema de corte. Ter
conhecimento dos numeros atribuidos a esse impacto, e levando em
consideragao fatores que influenciam as perdas, surgem oportunidades de
ajustes operacionais que podem otimizar resultados de manutencdo da

gestacao, e consequentemente, maior taxa de paricao.
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