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RESUMO GERAL

GRILLO, Gustavo Fernandes. Perdas gestacionais em bovinos de leite em programas de
transferéncia de embrides e a participacdo de Neospora caninum. 2021. 42p. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de P0s-Graduacao
em Medicina Veterinaria Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O uso de biotécnicas, evoluiu de forma significativa nas Ultimas décadas, proporcionando
aumento da eficiéncia reprodutiva. A Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF),
Transferéncia de EmbriGes (TE) e a Fertilizacdo in vitro (FIV), sdo as que mais evoluiram e
apesar de sua capacidade é necessaria a compreensdo dos fatores relacionados ao seu sucesso
para a aplicagcdo das mesmas, assim o desenvolvimento de estudos que avaliem a resposta
superovulatoria, as taxas de prenhez e perdas gestacionais podem contribuir para o aumento da
eficacia. Assim, dois experimentos foram desenvolvidos. O primeiro teve como objetivo avaliar
a viabilidade da Transferéncia de embrides oriundos de vacas soropositivas para Neospora
caninum em protocolos de superovulacdo e detectar, através da técnica de PCR, o DNA do
parasita em embrides e lavados uterinos. Entre receptoras de embrides provenientes de doadoras
soropositivas e soronegativas ndo foram encontradas diferencas na taxa de prenhez (60 e 57,1%,
P=0,57), perda gestacional (50% e 43,8%, P=0,79) e numero de embrides produzidos apos
superovulacdo (40 e 51, P=0.64). Ndo houve também alteracdo do status soroldgicos das
receptoras, assim como nao foram identificados o0 DNA do protozoario em embrides e amostras
de PBS da lavagem uterina realizada para a coleta de embrides. Demonstrou-se que a técnica
de TE é segura e pode ser utilizada em programas de controle da neosporose, ressaltando que
apesar da similaridade no nimero de embrides, houve diferenca significativa no nimero de
estruturas congelaveis (25% e 74%, P<0,0001) e transferiveis (27,5% e 78,4%, P<0,0001). O
segundo estudo avaliou o efeito do aumento da progesterona circulante (P4) pela inducéo da
formacdo de corpo lateo acessorio (CL) em receptoras de embriGes clonados (TNCS) e
produzidos in vitro (FIV). O tratamento com hCG causou ovulacéo e aumentou a P4 circulante,
e houve uma tendéncia de aumento nas prenhezes por TE (P/TE) para receptoras de embrifes
TNCS nos dias 28 (P = 0,07) e 42 (P = 0,09). As taxas de prenhez foram semelhantes para
embrides FIV e TNCS nos dias 28 e 33, no entanto, P/TE foi maior para FIV do que TNCS no
dia 42 e mais tarde, devido a maiores (P = 0,05) perdas de gestagdo no TNCS (44,4%) do que
embrides FIV (15,0%) dos dias 33-42. Assim, o aumento da P4 circulante pode melhorar a
fertilidade em receptoras de embrides TNCS, como evidenciado pela tendéncia do tratamento
com hCG para aumentar P/ET. Houveram perdas gestacionais em ambos experimentos,
principalmente em embriGes TNCS, concluiu-se que néo houve diferenca no nimero de
embrides, taxas de prenhez e perda gestacional na superovulacdo de fémeas soropostivas e
negativas para N.caninum. Os embrides ndo foram meios de transmisséo para doenca e pode
ser utilizado em programas de controle da doenga, ressalta-se porém que a houve diferenga na
qualidade dos embrides. O aumento da progesterona por producdo de CL acessoOrios gerou uma
tendéncia de melhora da prenhez em embrides TNCS, porém ndo foi capaz de reduzir as perdas
gestacionais. Outros mecanismos além da concentracao da progesterona devem ser investigados
para melhorar a eficiéncia da TE em TNCS.

Palavras-chave: TE, perdas gestacionais, taxa de prenhez.



GENERAL ABSTRACT

GRILLO, Gustavo Fernandes. Gestational losses in dairy cattle in embryo transfer
programs and the participation of the Neospora caninum. 2021. 42p. Thesis (Doutorado em
Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pds-Graduagdo em Medicina
Veterinaria Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

The use of biotechniques as a reproductive management tool has evolved significantly in recent
decades, increasing reproductive efficiency in dairy cattle. Among the biotechniques, Fixed-
Time Artificial Insemination (FTAI), Embryo Transfer (ET) and in vitro Fertilization (I\VVF) the
most evolved and currently used in reproductive programs for dairy herds. Despite their
capacity, it is necessary to understand the factors related to their success for their application,
thus the development of studies that assess the superovulatory response, pregnancy rates and
pregnancy losses can contribute to increased effectiveness. The strict sanitary control of the
herds becomes essential so that the respective programs can provide the expected gains in
reproductive efficiency. In this way, two experiments were developed. The first experiment
aimed to detect, through the PCR technique, the DNA of Neospora caninum in embryos from
seropositive cows in superovulation protocols for embryo transfer. Among recipients of
embryos from seropositive and seronegative donors, no differences were found in the
pregnancy rate (60 and 57.1%, P=0.57), gestational loss (50% and 43.8%, P=0.79) and number
of embryos produced after superovulation (40 and 51, P=0.64). There was also no change in
the serological status of the recipients, regardless of the status of the donor, as well as the
protozoan DNA in embryos and PBS samples from the uterine lavage performed for embryo
flushing were not identified. Thus, it can be demonstrated that the TE technique is safe and can
be used in neosporosis control programs, noting that despite the similarity in the number of
embryos, there was a significant difference in the number of freezeable (25% and 74%, P
<0.0001) and transferable (27.5% and 78.4%, P<0.0001) structures. The second study evaluated
the effect of increasing circulating progesterone (P4) by inducing accessory corpus luteum (CL)
formation in recipients of cloned (SCNT) and in vitro produced (IVF) embryos. As expected,
treatment with hCG caused ovulation and increased circulating P4, although hCG tended to
increase pregnancies by ET (P/ET) for SCNT embryo recipients on days 28 (P = 0.07) and 42
(P = 0.09). Pregnancy rates were similar for IVF and SCNT embryos on days 28 and 33,
however, P/ET was higher for IVF than SCNT on day 42 and later, due to higher (P = 0.05)
pregnancy losses in SCNT (44.4%) than IVF embryos (15.0%) from days 33-42. Thus,
increasing circulating P4 may improve fertility in recipients of SCNT embryos, as evidenced
by the tendency of treatment with hCG to increase P/ET of SCNT embryos. Although additional
research is needed, it can be concluded that ET is a viable technique for the genetic
improvement of the herd, which can also be used to control diseases such as bovine neosporosis.

Key-words: ET, gestacional losses, pregnancy rates.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida do protozoario Neospora caninum. Oocistos esporulados eliminados
anteriormente pelo hospedeiro definitivo (canideos) sdo ingeridos por um hospedeiro
intermediario (aniamis de sangue quente) onde os esporozoitos se diferenciam em taquizoitos,
que se disseminam para diferentes 6rgdos (fase aguda da infec¢do). A resposta imune do
hospedeiro causa a transformacéo de taquizoitas em bradizoitas dentro dos cistos teciduais (fase
persistente da infeccdo), que podeinfectar o hospedeiro definitivo apds sua ingestéo............... 4
Figura 2. Protocolo de sincronizacdo da ovulagdo para transferéncia de embrides em tempo
fixo em receptoras e protocolo de superovulagdo das doadoras. FSH = Hormonio Foliculo
Estimulante, GnRH = Hérmonio Liberador de Gonadotrofinas, IA = Inseminacdo Artificial,
eCG = Gonadrotofina CoridniCa EQUING. ..........ccoiiiririeieiesiese s 13
Figura 3. Esquema de alocacdo dos embrides em palhetas de 0,25 ml contento trés colunas de
meio holding (PBS + 0,4% BSA) separadas por duas colunas de ar, sendo que os embrides
permanecem na coluna central. PBS = Soluc¢éo salina tamponada com fosfato; BSA = Album
.................................................................................................................................................. 16
Figura 4. Eletroforese das amostras do meio de coleta de embrides do primeiro e o Gltimo
lavado uterino, assim como do meio da placa de petri e embrides da primeira superovulacéo.
M, Marcador; C+, Controle positivo; C-, Controle negativo; E, Embrides; L1, PBS do primeiro
lavado uterino; L2, PBS do segundo lavado uterino; 1,2,3 e 4, identificacdo das doadoras; pb,
Protein Dases (PAreS 0 DASES). ...cceiviiieieeieie ettt re et sre e 21
Figura 5. Protocolo de sincronizagdo da ovulacdo e tratamento com GnRH e hCG em
receptoras bovinas para transferéncia de embriGes TNCS e FIV. GhnRH = Horménio Liberador
de Gonadotrofina; hCG = Gonadrotofina Coridnica Humana; TE = Transferéncia de Embrides;
Ul = Unidades Internacionais; TNCS = transferéncia Nuclear de Células Somaticas; FIV =
FErtiliZAGA0 1N VITIO. ...ueiiiiiiieee ettt e bbbt 25
Figura 6. Concentrac@es circulantes de progesterona (P4) e do PSPB do dia 5 até o dia 63 ap6s
a ovulacdo (Dia 0) em receptoras de embrides gestantes recebendo ou ndo 3.300 IU de
gonadotrofina coridnica humana (hCG) nos dias 5 e 12 do ciclo estral...........c.cccocovevveriennn. 28
Figura 7. Perda gestacional entre os dias 28 e 63 de gestacdo em receptoras (n = 41) tratadas
ou ndo com hCG (Gonadotrofina coridnica equina) e que receberam embrifes clonados ou
TErtiliZad0S 1N VITFO. ..eoiieie ettt e te e sneeneeenee e 29



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Prevaléncia de N.caninum em relacdo a distribuicdo geogréfica e teste diagnostico
utilizado (Adaptado de Dubey & Schares 2011). .....cccvevviieieeiieiieseee e 5
Tabela 2. Efeito do touro sobre a qualidade e o estigio de desenvolvimento embrionério de
doadoras soropositivas e soronegativas para N. caninum submetidas a duas rodadas de
SUPEIOVUIAGAD (SOV). ..ttt bbbttt ettt 17
Tabela 3. Analise individual do nimero de corpos luteos e total de estruturas coletadas de
doadoras soropositivas e soronegativas para N. caninum submetidas a duas rodadas de
U0 LcT (VU] Tz T (1 AV SRR 18
Tabela 4. Classificagcdo dos embrides oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas para
N. caninum de acordo com 0 estagio de desenvoIVIMENTO. .........ccccvevviiieieeiese e 19
Tabela 5. Classificagcdo dos embrides oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas para
N. caninum de acordo com a qualidade. ...........ccceeieiiiiiiic i 19
Tabela 6. Diagnostico de gestacdo aos 30 dias e perdas gestacionais em receptoras
soronegativas inovuladas com embrifes oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas
PATA NLCANMINUIML ...ttt bbbt e e e s e bbbt bkt e st e s e et e nb et et et enbeere s 20
Tabela 7. Avaliacdo ovariana de receptoras holandesas nuliparas tratadas ou ndo com
gonadotrofina coriénica humana (hCG) nos dias 5 e 12 apds a sincronizacao da ovulacdo (Dia
-8: insercdo de um implante intravaginal de progesterona [P4] contendo 1,38 g; Dia -3: retirada
de o implante de P4 e administracdo de 500 pg de cloprostenol [PGF]; Dia -2: administracdo

de um segundo PGF; Dia 0: 100 g de acetato de gonadorelina [GNRH]). .....cccceevvviveiieenene. 27
Tabela 8. Taxa de prenhez (P/TE) e perda gestacional de acordo com o tipo de embrido (FIV
vs. TNCS) em diferentes fases da gestaCao. .........cuevveieiieiiiieiicce e 29

Tabela 9. Caracteristicas morfolégicas do embrido e sua respectiva vesicula amniética no 33°
dia de gestacdo de receptoras que receberam embrido fertilizado in vitro (FIV) ou produzido
por transferéncia nuclear (TNCS). Cada grupo de embrides (FIV vs. TNCS) foi dividido para
receber ou ndo 3.300 Ul de gonadotrofina coridnica humana (hCG) nos dias 5 e 12 ap0s a
01V 1] - Tox Lo TSRO TR P PRI 31



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS OU SIMBOLOS

% Porcentagem

°C Graus celsius

ug Micrograma

pL Microlitro

BE Benzoato de estradiol

Bl Blastocisto inicial

BL Blastocisto

bp Pares de base

BSA Albumina sérica bovina

BX Blastocisto expandido

CEUA Comissao de ética no uso de animais
CL Corpo luteo

DNA Acido desoxirribonucleico

ECC Escore de condicéo corporal

eCG Gonadotrofina coridnica equina
ELISA Enzyme linked immuno sorbent assay
FIV Fertilizacdo in vitro

FSH Hormonio foliculo estimulante

g Gravidade

GnRH Hormonio liberador de gonadotrofinas
hCG Gonadotrofina coriénica humana

HI Hemaglutinagéo indireta

JAN Inseminacao artificial

IATF Inseminagdo artifical em tempo fixo
IBR Rinotraqueite infecciosa bovina
IETS Sociedade internacional de tecnologia de embrides
IFAT Imunofluorescéncia indireta

IM Intramuscular

IP Intervalo de partos

1z Instituto de zootecnia

Kg Quilograma

km Quildémetro

LBE Laboratorio de biologia estrutural
mA Miliampere

MC Morula compacta

mg Miligrama

MHz Megahertz

MI Morula inicial

mL Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

NF Né&o fertilizado(a)

ng Nanograma

OPU Ovum pick up

P Prenhez

P4 Progesterona



PAGs
PBS
PCR
PGF2a
PNCEBT
PSPB
RJ
SAS
SOV
TC

TE
TNCS
TP
UFRRJ
Ul

usS

ZP

Glicoproteinas associadas a prenhez
Solugéo salina tamponada com fosfato
Reacdo em cadeia da polimerase
Prostaglandina f2alfa

Programa nacional de controle e erradicacdo da brucelose e tuberculose
Proteina b especifica da prenhez

Rio de janeiro

Statistical analysis system

Superovulacédo

Taxa de concepgéo

Transferéncia de embrides

Transferéncia nuclear de células sométicas
Taxa de prenhez

Universidade federal rural do rio de janeiro
Unidades internacionais

Ultrassonografia

Zona pelucida



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ..ot tesee s sses s eness st 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt es s s st 2
2.1 Transferéncia de Embrides na Bovinocultura Leiteira .........ccccoooveviiniieiennnnne 2
2.2 Perdas Embrionarias e Fetais em Bovinos de Leite ..........ccccvvvvvereneiencsesennnn, 2
2.3 Ciclo Bioldgico do Neospora CaninUIM ........ccccuieeeirerieesese e 3
2.4 Epidemiologia do Neospora CaniNUM .........c.coveveieeneaieeseeseesieseeseeee e e esee e 4
2.5 Surtos e Influéncia na Eficiéncia Reprodutiva ..o 5
2.6 Patologia e Transmissao da NEOSPOFOSE.........ccoveireeireerieiieieerieseeseesie e e e e 6
2.7 Neospora caninum e Biotécnicas da Reprodugao ...........ccocevevreninnincncnecnienes 7
2.8 DIagnNOStiCO e NEOSPOFOSE. .....cvvevveireeiieaieitee st ete st e steeeeseesreeresraesreenbesreesreesreenee e 7
2.9 COoNtrole da NEOSPOIOSE .......cveiiieitiiieiie sttt bbb 8
S CAPTTULO | oottt 9
L1 RESUIMIO ..ttt b e bt s e e b e nn e ne e 9
B2 ADSTFACT ...ttt ettt re et nneens 10
TR T 1 011 0o [ Tor= o LSS 10
3.4 Material € MELOUOS. ........cceeieieieec e ne e 12
3.4.1 Condicdes gerais do eXPEriMENTO.......cccueiuiiiieiieie e 12
3.4.2 Controle Sanitario € SOr0lOgIa........cccierueiriireieire e s 12
3.4.3 Selecdo de doadoras, superovulacao, coleta e manipulacdo de embrides....... 12
3.4.4 Avaliacdo morfolOgica doS eMDIIBES ........cccereiierieieere s 14
3.4.5 Selecdo e sincronizacdo de receptoras e transferéncia de embrides ............... 14
3.4.6 Diagndstico de gestacao e avaliacao da perda gestacional...............cccceoveeeee. 15
3.4.7 Avaliacdes sorologicas das receptoras gestantes e dos bezerros ..................... 15
3.4.8 Andlise dos embrides e do lavado uterino por PCR para deteccdo de N. caninum
........................................................................................................................................ 15
3.4.9 ANALISE ESTAtiSTICA. ... .cvieeieieieicce e 16
3.5 ReSUItAA0S € DISCUSSAOD ......ecvveueerieieieiie sttt 16
N A o] o [ ST =TSSR 22
B CAPTTULO T oottt 22
4.1 RESUIMIO ..ttt ettt b e e et ekt e e ae e e sb e e smb e et e e e e e e nneeenbeenneas 22
AN 4 1] 1 (o AR 23
O T 1 011 0o [0 [ox T ISP 24
4.4 Material @ METOUOS.........cooiieicie et ns 25
4.4.1 ANIMAIS € TratamMENTOS ......cc.eiiiiieiiiie e 25
4.4.2 D0Sagem A& P4 € PSPB.......ccoiiiiii et 25
4.4.3 AvaliacOes ultrassonograficas e mensuragdo do embrido e da vesicula amnidtica
........................................................................................................................................ 26
4.4.4 ANALISE ESTALISTICA. ... ccvvivieiieieie e et 26
R oW ] | =T [0S 27



4.7 Conclu56e§ ............................................................................................................... 33
5 CONCLUSOES GERALIS ...t 33

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiiieieieiceee e, 34

ANEXOS ..o 42



1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo, sendo o maior exportador de
carne, segundo maior produtor de bezerros (USDA, 2021) e sexto em producéo de leite (USDA,
2020). Apesar da alta producéo de leite (23.505.000 toneladas), o pais sempre foi um tradicional
importador de lacteos e a produtividade do rebanho é baixa (4,02 kg/vaca/dia) (USDA, 2020).
A producéo por vaca por ano apresentou aumento comparando os dois Ultimos censos, quando
mesmo com um menor nudmero de animais houve um aumento na producdo de leite, por
investimentos em tecnologia, nutricdo, genética e satde animal (Anuario do Leite EMBRAPA,
2020).

Para um rebanho leiteiro alcangcar o maximo de sua capacidade produtiva, deve ser livre
de doencas e possuir um bom manejo reprodutivo, uma vez que, a diminui¢do do intervalo de
partos (IP) € uma necessidade fundamental para a sustentabilidade do modelo produtivo
(CONSENTINI et al., 2021). Estarem adaptados as condi¢cBes ambientais nas quais sao
explorados e serem alimentados de acordo com sua demanda nutricional também sdo quesitos
importantes para maximizacgéo da producéo.

A implantacdo de um programa sanitario em um rebanho bovino leiteiro possibilita
maior eficiéncia reprodutiva. As medidas preventivas devem envolver a utilizacdo de
biotécnicas reprodutivas (inseminacdo artificial e transferéncias de embribes) livres de
patdgenos, assim como o monitoramento e vacinagdo para controle de infermidades como
brucelose, tuberculose e leptospirose (DEL FAVA et al., 2004).

Além destas enfermidades, a neosporose tem sido apontada como importante fator de
perda gestacional em bovinos sendo responsavel por até 26% dos abortamentos em um estudo
realizado no México (GARCIA-VASQUEZ et al., 2005). O prejuizo causado pelas perdas
relacionadas foi estimado em U$ 700 por animal (DEMIR et al., 2020), em um estudo realizado
na Turquia, fazendo-se necessario o uso de medidas de controle especifico para N. caninum.

O uso da transferéncia de embries (TE) tem sido sugerido como possivel medida de
controle para transmisséo de doencas, dentre elas, a neosporose em bovinos desde que adotadas
medidas preconizados pela Sociedade Internaciona de Tecnologia de Embrides (IETS). Até o
momento ndo foram realizadas pesquisas que avaliem a qualidade e o grau de desenvolvimento
de embribes coletados apds protocolos de superovulacdo em doadoras soropositivas para N.
caninum.

O uso da TE promove grande progresso genético do rebanho, uma vez que permite que
uma doadora de alto mérito genético aumente o nimero de bezerros que produziria em sua vida
atil. O Brasil € um dos paises lideres em producéo e transferéncia de embrides com 364.802
embrides produzidos em 2018, sendo 23.219 produzidos por superovulagdo (VIANA, 2019).

A producdo de embries por Transferéncia Nucleas de Células Sométicas (TNCS),
conhecidos por embrides clone, também € uma técnica que visa 0 progresso genético e possue
a transferéncia como uma de suas estapas. Desde a producdo do primeiro mamifero clonado
usando o nucleo de uma célula somatica adulta (WILMUT et al., 1997), as técnicas de clonagem
baseadas na transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) tém sido amplamente estudadas
e utilizadas para replicar animais de alto mérito genético (PAGE & AMBANDY, 2004;
BORDIGNON etal., 2017). Apesar da pesquisa e do potencial pratico da TNCS, a técnica ainda
é ineficiente e apenas 10% dos embrides transferidos resultam em bezerros que se desenvolvem
com sucesso (PANARACE et al., 2006). Mesmo que as taxas de prenhez apés a transferéncia
de embrides TNCS e fertilizados in vitro (FIV) sejam geralmente semelhantes aos 30 dias de
gestacdo, existe uma maior perda gestacional entre 30 dias e a termo (WELLS, 2005;
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PANARACE et al., 2006). Assim, a compreensdo das diferencas que ocorrem durante o
desenvolvimento e manutencdo da prenhez deve aumentar a sobrevivéncia dos bezerros e
melhorar os resultados usando esta técnica (FABER et al., 2004).

A presente tese foi estruturada em trés partes, sendo primeira uma revisao de literatura
com objetivo de embasar a metodologia utilizada nos experimentos, abordar a importancia do
assunto e fomentar a discussdo dos resultados dos capitulos seguintes. A segunda parte
(Capitulo 1) esté apresentada em forma de artigo cientifico, cujo foco foi avaliar se doadoras de
embrides, soropositivas para N. caninum, apresentam comprometimento na quantidade e
qualidade de embrides produzidos e ainda se os embrides podem ser considerados como fonte
de transmissdo vertical da doenca. A terceira e Ultima parte da tese (Capitulo I1), também em
forma de artigo, é um experimento cujo objetivo principal foi correlacionar as perdas
gestacionais com o perfil hormonal em receptoras de embries bovinos produzidos in vitro.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transferéncia de Embrides na Bovinocultura Leiteira

As biotécnicas da reproducdo mais utilizadas na bovinocultura leiteira, Inseminacao
Acrtificial (1A) e Transferécia de Embribes (TE) [SOV — Superovulacdo e FIV — Fertilizagéo In
Vitro], ttm como objetivo o0 melhoramento genético do rebanho. A TE permite que uma doadora
de alto mérito genético aumento o numero de bezerros que produziria em sua vida Util e o Brasil
se destaca na implementacdo desta técnica com 364.802 embrides produzidos em 2018, sendo
23.219 produzidos por superovulacdo (VIANA, 2019). Além destas a TNCS (Transferéncia
nuclear de células somaticas) permite multiplicar individuos de alto mérito genético e assim
decendentes com caracteristicas desejadas (PANARACE et al., 2009)

Os protocolos de sincronizacdo de ovulagéo e de superovulacdo séo ferramentas que
favorecem a utilizacdo da TE, por fixar o momento da ovulacdo, o que permite predizer os dias
de desenvolvimento uterino e da formagdo do corpo luteo (CL) (BARUSELLI et al., 2019).
Estes protocolos permitem que 75 a 85% das receptoras apresentem um corpo liteo com
didmetro superior a 13 mm, o que é adequado para TE a sem a necessidade de deteccao de estro
(AMBROSE et al., 2010).

As taxas de prenhez ap6s a transferéncias de embrides produzidos In vitro estdo em
torno de 40 a 45% e os fatores que influenciam no sucesso da técnica sdo a qualidade do embrido
e o diametro do CL (ALKAN et al., 2020). Os embrides podem ser classificados em relacdo as
suas caracteristicas morfoldgicas de estagio de desenvolvimento (ndo fertilizados, 2-8 células,
8-16 células, Mérula Inicial-MI, Mérula Compacta-MC, Blastocisto Inicial-Bl, Blastocisto-BL
e Blastocisto expandido-BX) e a sua qualidade (grau | - Excelente, grau Il - Bom, grau Il -
Regular, e grau IV - Ruim) de acordo com STRINGFELLOW & GIVENS (2010), sendo que
os embrides podem ainda ser classificados como congelaveis (Grau | e I1) ou transferiveis (Grau
L, e ).

2.2 Perdas Embrionarias e Fetais em Bovinos de Leite

A mortalidade embrionaria é uma das principais causas de perda econdmica na
bovinocultura leiteira (DISKIN et al., 2016), e as perdas embrionarias e fetais geram
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ineficiéncia reprodutiva por aumentar o intervalo de partos, diminuindo assim a produtividade
dos animais em sua vida Util, e acarretando em gastos com diagnéstico e tratamentos de
possiveis enfermidades. Essas perdas podem ocorrer tanto na fase embrionéria como na fase
fetal (WILTIBANK et al., 2016).

Bovinos leiteiros apresentam alta taxa de fertilizagéo, a maioria dos embrides coletado
até o sétimo dia ap6s a inseminacdo se demonstram viaveis (POHLER et al., 2020),e
aproximadamente 70% das fémeas inseminadas, apds o cio ou sincronizadas para IATF, terdo
um blastocisto (WILTBANK et al., 2016). O periodo ap6s a descida do embrido do oviduto ao
Utero, sua implantacdo e alongamento séo momentos criticos para a manutencdo da gestacao,
principalmente em vacas leiteiras de alta producdo. A falha no reconhecimento materno e a
ineficiente producdo de progesterona sdo as principais causas de falhas neste periodo (LUCY,
2001; WILTIBANK et al., 2016).

As perdas gestacionais desde a fertilizacdo do odcito até o vigésimo sétimo dia de
gestacdo representam até 20% do total, e apds este periodo até 0 comeco do desenvolvimento
fetal podem representar até 15% das perdas (WILTBANK et al., 2016), sendo estas ainda pouco
elucidadas (POHLER et al., 2020).

Perdas embrionérias e fetais associadas as infeccBes bacterianas, virais, protozoarias e
fangicas dependem do agente, de sua viruléncia e da competéncia imunoldgica da gestante e do
concepto no momento da infeccdo (DISKIN et al., 2016). Dentre as causas destas perdas,
destacam-se a campilobacteriose, leptospirose, rinotraqueite infecciosa bovina, diarréia viral
bovina, brucelose, tricomonose e neosporose (RANI et al, 2018), sendo que a brucelose,
leptospirose, campilobacteriose e neosporose tém sido as mais citadas como causadoras de
abortamentos em bovinos (GIVENS & MARLEY, 2008)

Estudos epidemioldgicos conduzidos no México, Argentina e Estados Unidos avaliaram
agentes etioldgicos em fetos abortados e apontaram que a neosporose pode ser o principal fator
causador de abortamento em bovinos (GARCIA-VASQUEZ et al., 2005; DUBEY et al., 2007,
MORREL et al., 2019).

2.3 Ciclo Bioldgico do Neospora caninum

O protozoario Neospora caninum é um parasita pertencente ao filo Apicomplexa e a
familia Sarcocystidae (MCALLISTER et al., 1998). Pode ser diagnosticado em diferentes
espécies silvestres e domeésticas, incluindo as espécies pecudrias de maior relevancia
(CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

E um parasita de ciclo heteroxeno obrigatorio, necessitando de dois hospedeiros para
completar seu ciclo bioldgico, o Hospedeiro Definitivo (Caninos) e o Hospedeiro Intermediario
(Animais de Sangue quente). Os trés estagios do ciclo de vida do parasito sdo taquizoitos, cistos
contendo os bradizoitos e oocistos, sendo que os dois primeiros estagios ocorrem nos tecidos
do hospedeiro intermediario e o dltimo é eliminado nas fezes do hospedeiro definitivo
(CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). Os hospedeiros intermediarios infectam-se ingerindo
oocistos esporulados do parasito que foram eliminados no ambiente pelos hospedeiros
definitivos. Estes, por sua vez, ingerem carcacas, fetos e restos de placentas contaminados. Nos
hospedeiros definitivos ocorre a fase reprodutiva do parasito, 0 que origina 0s oocistos que
serdo eliminados no ambiente, completando assim o ciclo de transmisséo horizontal (SOKOL-
BORELLLI, 2020), conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1 Ciclo de vida do protozoario Neospora caninum. Oocistos esporulados eliminados
anteriormente pelo hospedeiro definitivo (canideos) sdo ingeridos por um hospedeiro
intermediario (aniamis de sangue quente) onde os esporozoitos se diferenciam em taquizoitos,
que se disseminam para diferentes 6rgdos (fase aguda da infeccdo). A resposta imune do
hospedeiro causa a transformacéo de taquizoitas em bradizoitas dentro dos cistos teciduais (fase
persistente da infec¢do), que podeinfectar o hospedeiro definitivo apds sua ingestao.

Os canideos sao seu hospedeiro definitivo, mas diversos animais podem servir como
hospedeiro intermediario (DUBEY et al., 2017). Os taquizoitos e os bradizoitos sdo estagios
de multiplicacdo assexuada, 0s esporozoitos estdo contidos em oocistos, que sdo produzidos
de forma sexuada e eliminados apenas nas fezes dos hospedeiros definitivos (DUBEY et al.,
2006).

Os esporozoitos invadem as células epiteliais do intestino delgado e diferenciam-se em
taquizoitos, estes taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos que se encistam nos tecidos do
hospedeiro, que podem persistir por toda a vida dos animais de sangue quente, sem causar
manifestacdes clinicas significativas (DUBEY et al., 2017).

2.4 Epidemiologia do Neospora caninum

A neosporose bovina € uma enfermidade amplamente disseminada, tendo sido reportada
em diversos paises como Australia, Nova Zelandia, Coreia, Japao, Tailandia e Estados Unidos
(DUBEY, 2005). No Brasil, a soropositividade contra a Neosporose foi identificada em diversos
estados do sul ao norte do pais (MARTINS et al., 2011; SANTOS et al., 2014; KLAUCK et al.,
2016, CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017), variando de 12% a 50%, de acordo com o tipo de
producdo explorada, o sistema de criacdo e 0 método de diagndstico (Tabela 1).



Tabela 1. Prevaléncia de N.caninum em relacdo a distribuicdo geogréafica e teste diagnostico
utilizado (Adaptado de Dubey & Schares 2011).

. . Positivos A
Pais Regido N (%) Teste Referéncia
Argentina - 4190 14.2 IFAT Moore et al. (2009)
- 1042 25.7 IFAT Moore et al. (2008)
- 90 73 IFAT Moré et al. (2008a)
Brasil Mato Grosso 1098 62.5 IFAT Andreotti et al. (2010)?
Minas Gerais 559 91.2 IFAT Guedes et al. (2008)
Para 120 19.2 IFAT Minervino et al. (2008)
Rio de 563 233 ELISA  Munhoz et al. (2009)?
Janeiro
Rio de 40 23 IFAT Gaia et al. (2020)
Janeiro
Alemanha - 1950 1 ELISA Schares et al. (2009)
México Nuevo Leon 813 11.6 ELISA  Segura-Correa et al. (2010)
;:2{2”“2 863 26 ELISA  Romero-Salas et al. (2010)
Dinamarca - 1657 0.7 ELISA Klevar et al. (2010)
Espanha Galicia 37,090 22.5 ELISA Eiras et al. (2011)?
Gonzélez-Warleta et al.
- 5196 15.7 IFAT (2008)
- 178 7.3 ELISA Panadero et al. (2010)

IFAT — imunofluorescéncia indireta; ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

2.5 Surtos e Influéncia na Eficiéncia Reprodutiva

Os surtos podem ser esporadicos, endémicos ou epidémicos. O surto esporadico ocorre
em diferentes espécies causando encefalomielite e miocardite, porém os surtos diagnosticados
com mais frequéncia sdo os abortamentos endémicos e epidémicos em vacas, sendo o ultimo
mais frequente (SILVA et al., 2019). Surtos epidémicos ocorrem por infeccdo priméaria dos
animais, por ingestdo de alimento ou 4gua contaminados com oocistos, animias que apresentam
fatores imunossupressores sdo mais acometidos (MCALLISTER et al., 2000). Os abortamentos
endémicos ocorrem com maior frequéncia nas vacas infectadas congenitamente, sendo possivel
ocorrer uma nova infec¢do, porém estudos demonstram que abortamentos repetidos séo
causados pela reativacdo de uma infeccéo latente (ABBITT & RADSE, 2007).

Na maioria dos estudos sobre neosporose bovina, os autores relatam e consideram o
impacto negativo da enfermidade sobre os indices reprodutivos (RAGOZO et al., 2003; MELO
et al., 2006; KLAUCK et al., 2016). Os animais soropositivos ttm menor nimero de gestacoes,
quatro vezes mais chances de abortar e oito vezes mais chances de parir natimortos (GALVAO
et al., 2011). Esta doenca tem sido associada a casos de abortamento esporadico, endémico e
epidémico em bovinos (CORBELLINI et al., 2000; FORTUNATO, 2010; CERQUEIRA-
CEZAR etal., 2017; SILVA et al., 2019), causando perdas na bovinocultura leiteira e de corte.
O impacto econdmico depende, além do valor dos fetos abortados, dos custos indiretos com



assisténcia veterinéria e testes diagndsticos, aumento do tempo de lactacdo e do intervalo de
partos, queda na producdo de leite e descarte de animais (FORTUNATO, 2010).

2.6 Patologia e Transmissao da Neosporose

A infeccdo de um individuo pode ocorrer in utero ou pela ingestao de oocistos presentes
nas fezes do hospedeiro definitivo (DUBEY et al., 2006, SILVA et al., 2019). Diversos autores
apontam o cdo como principal responsavel por este tipo de transmissdo, mas canideos selvagens
também podem atuar como hospedeiros definitivos (MCALLISTER et al., 1998; SHANON et
al., 2015; ACOSTA et al., 2016; CONSTANTINO et al., 2016; WANG et al., 2016). Quando a
infeccdo é gerada pela ingestdo de oocistos, ocorrem surtos de abortamentos, num periodo de
um a dois meses apds a infec¢do, com fetos abortados do terceiro ao oitavo més de gestacéo.
Fémeas que abortaram podem parir fetos normais porém na gestacdo seguinte estes serdo
soropositivos (SILVA et al., 2019). Novilhas soropositivas sdo mais propensas a abortarem no
inicio da gestagdo (WANG et al., 2016).

A transmissdo vertical € a principal forma de disseminacdo de N. caninum em bovinos
e 0 abortamento é o sinal clinico mais evidente, se apresentando de forma endémica sem
ocorréncia de surtos (ANDERSON, 2007; FORTUNATO, 2010). Porém, a patogenia desta
enfermidade nos bovinos € complexa e ainda ndo é totalmente esclarecida uma vez que alguns
animais soropositivos tém abortamento e outros ndo. Nos animais infectados naturalmente, a
imunidade adquirida contra a infeccdo antes da gestacdo ndo é suficiente para prevenir a
transmissdo transplacentaria de N. caninum para o feto (MCALLISTER et al., 2000).

A soroprevaléncia em fetos abortados ou em bezerros nascidos vivos paridos por maes
soropositivas é superior a 80% (CAMPERO et al., 2003; DUBEY, 2003). Normalmente quando
0s animais sdo infectados congenitamente os abortamentos sdo endémicos e ndo ocorrem surtos.

O microorganismo apresenta tropismo pelo epitélio coriénico e pelos vasos sanguineos
placentarios fetais, provocando vasculite, inflamacao e degeneracéo do corioalantdide e necrose
dos placentomas. A morte celular ocorre devido a intensa multiplicacdo dos taquizoitos
(DUBEY et al., 2006). Os fetos podem morrer no Utero, serem absorvidos, mumificados, nascer
mortos, fracos ou clinicamente normais com infecgdo crénica. As vacas infectadas apresentam
diminuigdo da producéo de leite na primeira lactagcdo e maior probabilidade de abortar e serem
excluidas do plantel em idade precoce (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

Bezerras nascidas de vacas infectadas tém maior probabilidade de nascerem
persistentemente infectadas, apresentarem maior risco de abortamento, mas em suas gestacdes
a probabilidade maior é de gerar crias infectadas (RAGOZO et al., 2003; MELO et al., 2006).
Os animais infectados horizontalmente podem abortar, produzir bezerros sem infeccdo ou
congenitamente infectados, dependente do estado do seu sistema imunolégico e da fase de
gestacdo em que se encontram quando sdo infectados (PARKINSON, 2009). No Brasil, foi
observada uma tendéncia de animais taurinos apresentarem 2,65 vezes mais chances de adquirir
a infeccdo em relacdo aos zebuinos e mesticos (MUNHOZ et al., 2009).

Assim como no gado leiteiro, a infeccdo pode ocorrer em vacas de corte de modo vertical
ou horizontal, existindo risco de abortamento, mas muitas vezes 0s bezerros nascem
prematuramente e com baixo peso corporal (SILVA et al., 2019). Bezerros de até dois meses
de idadepodem apresentar sinais neuroldgicos, como incapacidade de se colocar em estacéo,
ataxia, diminuicdo dos reflexos patelares, perda de propriocepcdo consciente, exoftalmia ou
assimetria (DUBEY, 2003).



2.7 Neospora caninum e Biotécnicas da Reproducéo

As biotécnicas da reproducdo sdo utilizadas principalmente para promover o
melhoramento genético dos animais, porém seu uso também auxilia no controle de transmissédo
de doengas. A transmissdo da neosporose pela utilizagdo de sémen de touros soropositivos é
pouco provavel mesmo tendo sido demonstrada a presenca de DNA do parasita no sémen e no
sangue de machos naturalmente infectados (FERRE et al., 2005; CANADA et al., 2006), no
entanto ndo houve a soroconversdo de vacas soronegativas, assim a quantidade de parasitas no
sémen seria insuficiente para induzir a doenca (SERRANO et al., 2006; SERRANO-
MARTINEZ et al., 2007).

A transferéncia de embrides pode ser um meio para transmissdo de doencas, e sendo
assim, a IETS preconizou um protocolo para possibilitar o uso desta biotécnica de forma segura.
Os primeiros resultados que demonstraram a eficacia da técnica em evitar a transmissdo do
parasito foram realizados por Baillargeon et al. (2001). Nesta pesquisa, a transferéncia de
embrides provenientes de fémeas soropositivas para receptoras soronegativas nédo alterou o
estado soroldgico das receptoras e seus produtos também foram negativos a sorologia de
N.caninum. Campero et al. (2003) reforcaram estes resultados, quando em um estudo
retrospectivo avaliaram que novilhas nascidas de maes soropositivas, geradas via inseminacéao
artificial, foram 100% soropositivas, enquanto que novilhas nascidas de receptoras
soronegativas, mas com uso de embrides (SOV) de doadoras soropositivas se apresentaram
negativas a sorologia para neosporose. Estes autores também demonstraram que ndo houve
transmissdo da doenca entre as doadoras e receptoras pela transferéncia de embribes
(BAILLARGEON et al., 2001; CAMPERO et al., 2003).

A presenca de taquizoitos em odcitos e embrides ainda é um assunto controverso, sendo
que o uso da PCR como ferramenta para diagnosticar a presenca do DNA do parasito nestas
estruturas tem sido utilizado para elucidar este tema. Por meio desta técnica de diagnostico, a
presenca do parasito foi descartada em 13 odcitos e 30 embrifes provenientes de vacas
soropositivas superovuladas por Moskwa et al. (2008). Estes autores demonstraram também
uma tendéncia dos animais soropositivos em produzir menos embriGes apds protocolos de
superovulacao.

Porém, Silva et al. (2012) demonstraram que os foliculos s&o locais de tropismo para N.
caninum. Utilizando a PCR, estes autores detectaram o DNA do parasito em aspirados
foliculares (coletados por aspiracdo folicular - OPU) e lavados uterinos de 13 vacas com
histérico de abortamento prévio e sorologicamente positivas, com mais de 90% dos aspirados
foliculares positivos,sugerindo que a presenca de N. caninum no ovario e Gtero é um possivel
risco de transmissao do parasita através de técnicas de transferéncia de embrides.

2.8 Diagndstico de Neosporose

O diagnostico da neosporose pode basear-se em analises histopatologicas pela presenca
de lesdes indicativas, na demonstracdo do parasito em secgdes teciduais coradas pela
hematoxilina-eosina, analises imunohistoquimicas, na demonstra¢éo do parasito e na sorologia
(DUBEY & SCHARES, 2006). Para o diagndstico, deve-se considerar a idade gestacional, o
estado de autolise do feto, as lesdes inflamatorias e a presenca do parasito, assim como a
excluséo de outras causas de abortamento bovino (ANDERSON, 2007).

O ndmero de N. caninum encontrado em sec¢fes de tecidos bovinos é baixo, sendo
dificil o reconhecimento de taquizoitos nos cortes histolégicos corados pela hematoxilina-
eosina (DUBEY & SCHARES, 2006), analises imunohistoquimicas sao métodos mais efetivos
para a identificacdo de taquizoitos e cistos nos tecidos fetais (ANDERSON, 2007), a



demonstracdo da presenga de N. caninum nas lesdes é a melhor evidéncia da etiologia do
abortamento (DUBEY & LINDSAY, 2006).

Os testes de hemaglutinacdo indireta (HI), Imunofluorescéncia Indireta (IFAT) e ELISA
podem ser empregados em levantamentos sorolégicos (DUBEY & SCHARES, 2006). Ressalta-
se que os titulos de anticorpos nédo s&o elevados por conta da doencga aguda, mas sdo possiveis
de serem diagnosticados uma semana a trés meses ap6s a infeccdo (CERQUEIRA-CEZAR et
al., 2017).

A precisao do diagnostico pela IFAT depende da experiéncia de quem executa e realiza
a leitura dos resultados, mas demonstra ser uma técnica confiavel (ORTEGA-MORA et al.,
2006). A titulacdo de 1:200 indica infeccdo prévia enquanto que titulos superiores, em fémeas
que abortaram, que o abortamento foi causado pelo N.caninum (PARKINSON, 2009).

O teste de ELISA, realizado com antigenos preparados com merozoitos, demonstra
sensibilidade e especificidade altas a deteccdo de infeccdo em cada animal, e 100% de
sensibilidade na deteccdo da infeccdo no rebanho, mesmo com um ndmero amostral
reduzido(ORTEGA-MORA et al., 2006). Ressalta-se também que em fazendas com alta
soropositividade, os testes soroldgicos em bezerras devem ser realizados antes da primeira
amamentacao, logo apds o0 nascimento, ou apds seis meses de idade.

A PCR é uma técnica de diagndstico que pode ser usada para a pesquisa do DNA do
protozoario e apresenta alta sensibilidade e especificidade. Tal técnica permite a identificacdo
de um Unico taquizoito na amostra (BASZLER et al., 1999; COLLANTES-FERNANDEZ et
al., 2002; MOSWKA et al., 2008; SILVA et al., 2012) utilizando o par de primers Np4-Np7 do
gene neospora especifico Np5 que amplificam uma sequéncia de 275bp.

Utilizando a PCR em tempo real, o protozoario N. caninum pode ser quantificado no
sangue e sémen (SERRANO-MARTINEZ et al., 2007), em tecidos fetais como cérebro
(COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002; REITT et al., 2007; SANCHEZ et al., 2009),
figado, rins e coracdo (BASZLER et al.,, 1999). Mesmo quando os fetos se encontram
severamente autolisados, ndo sendo possivel a visualizacdo de lesdes, a técnica da PCR pode
ser utilizada para identificar o agente (NOGAREDA et al., 2009). Atualmente a PCR tem sido
utilizada também para identificacdo do DNA N. caninum em odcitos, embrides, aspirados
foliculares e lavados uterinos (MOSKWA et al., 2008; SILVA et al., 2012).

2.9 Controle da Neosporose

A neosporose ¢ uma enfermidade de dificil controle, e antes de serem tomadas quaisquer
medidas, a real situacdo da propriedade deve ser conhecida. Em exploracfes nas quais ndo
existem soropositividade para a doenca e os abortamentos ndo séo relacionados a neosporose,
o principal objetivo é a prevencdo da introducdo do parasito. Nos rebanhos considerados
infectados, o controle da transmissao vertical, pela reducdo do nimero de animais seropositivos,
é a meta principal, mas também é importante a reducdo da transmissao horizontal, pelo controle
dos hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 2007).

As principais medidas de controle sdo: descarte de animais soropositivos, controle de
hospedeiros definitivos e fontes de contaminagéo horizontal. Estas medidas tomadas de forma
conjunta podem levar a diminuigdo da incidéncia de abortamentos (PARKINSON, 2009). Uma
forma de evitar a entrada ou a permanéncia da neosporose na exploragao € a compra de animais
para reposicdo de criatorios livres da doenga, com bom desempenho reprodutivo ou com
sorologia negativa para mesma, o que pode ser de dificil realizacao.

E necessaria a separacio de carnivoros domésticos (c&o) e silvestres do setor produtivo, o que
ndo e viavel na maioria das fazendas. Esta medida reduz a transmissdo da infec¢do para o
ambiente, se ndo for realizavel, 0 acesso destes as zonas de armazenamento de alimentos e aos
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locais em que se encontram os bovinos deve ser impedido (DUBEY et al., 2007). A presenca
de cadelas gestantes ou com ninhadas deve ser evitada pois os filhotes excretam mais oocistos
no ambiente (GODIM et al., 2005)e carcacas e membranas fetais devem ser prontamente
enterradas, evitando o comego de um novo ciclo.

A transferéncia de embribes (seguindo o procedimento proposto pela IETS) utilizando
doadoras soropositivas e receptoras soronegativas é indicada como método de controle da
transmissdo da neosporose (BAILLARGEON et al., 2001; CAMPERO et al., 2003). Pela
deteccdo de DNA do parasito em aspirados foliculares coletados por OPU foi demonstrado um
tropismo do N.caninum pelo odcito, sendo assim, a transferéncia de embrides pode se apresentar
como um fator de risco para a transmissdo da doenga (SILVA et al., 2012)

Né&o existem tratamentos eficazes para eliminagdo da doencga. O contato prévio com
pequeno numero de cistos induz a imunidade, porém o animal continua a transmitir a doenca
para sua prole. Vacinas vém sendo desenvolvidas para evitar a infecgdo e 0 abortamento, porém
ainda ndo se mostraram eficazes no controle da neosporose em bovinos (MARUGAN-
HERNANDEZ, et al.2017).

3CAPITULO I

Avaliacdo da Transferéncia de Embrides como Meio de Transmissdo do Neospora
caninum em Bovinos

3.1 Resumo

Dentre as biotécnicas reprodutivas, a transferéncia de embrides se destaca por acelerar a selecédo
genética ao permitir um maior nimero de descendentes de uma fémea de alto mérito. E
necessario, porém, um rigoroso controle sanitario para garintir a eficiéncia reprodutiva desta
técnica. No contexto das enfermidades que podem impactar negativamente os resultados
esperados, encontra-se a neosporose bovina, que tem como agente etioldgico, o Neospora
caninum, um protozoario que pode causar perdas embrionarias precoces e abortamento em
vacas leiteiras. Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar a técnica da transferéncia de
embrides como meio de transmissdo da neosporose e comparar quanti e qualitativamente a
producdo de embribes de doadoras soropositivas e soronegativas. Para tanto, foram utilizadas
quatro doadoras (duas soropositivas e duas soronegativas) e quarenta receptoras soronegativas
da raca Girolando. Os embriBes,coletados de doadoras superovuladas, sem passarem pelo
protocolo de lavagem seriada em tripsina proposto pela IETS, foram transferidos para
receptoras soronegativas e também enviados para andlise por PCR para identificacdo do N.
caninum. Amostras do lavado uterino também foram investigadas pela técnica de PCR para
presenca do agente. N&o foi observada diferenga entre o nimero total de estruturas coletadas de
doadoras soropositivas e soronegativas (40 e 51; P=0.64), no entanto, houve diferenca
significativa no percentual de embrides congelaveis (25% e 74%, P<0,0001) e transferiveis
(27,5% e 78,4%, P<0,0001). As receptoras de embribes provenientes de doadoras soropositivas
e soronegativas apresentaram taxa de prenhez (60 e 57,1%, P=0,57) e de perda gestacional (50%
e 43,8%, P=0,79) semelhantes. Ndo houve também alteracdo do status soroldgicos das
receptoras, independente do status da doadora, assim como ndo foram identificados o DNA do
protozoario em embrides e amostras do lavado uterino realizado para a coleta de embrides.
Assim, demonstra-se que a técnica de transferéncia de embribes é segura e pode ser utilizada



em programas de controle da neosporose, no entanto, hd um comprometimento da qualidade
dos embrides produzidos a partir de doadoras soropositivas.

Palavras-chave: TE, Perdas gestacionais, Taxa de prenhez, Bovinos, Neosporose.

3.2 Abstract

Among the reproductive biotechniques, Embryo Transfer stands out for accelerating genetic
selection by allowing a greater number of offspring to a female of high merit. However, a
rigorous sanitary control is necessary to guarantee the reproductive efficiency of this technique.
In the context of diseases that can negatively impact the expected results, there is bovine
neosporosis, whose etiological agent, Neospora caninum, a protozoan that can cause early
embryonic loss and abortion in dairy cows. In this sense, the present study aimed to evaluate
the embryo transfer technique as a means of transmission of neosporosis and to compare
quantitatively and qualitatively the production of embryos from seropositive and seronegative
donors. For this purpose, four donors (two seropositive and two seronegative) and forty
seronegative Girolando breed recipients were used. After superovulation, collection and
morphological evaluation of the embryos, without going through the serial washing in trypsin
protocol proposed by the IETS, part of them was transferred to seronegative recipients and part
was sent for PCR analysis to identify N. caninum. Uterine wash samples were also investigated
using the PCR technique for the presence of the agent. No difference was observed between the
total number of structures collected from seropositive and seronegative donors (40 and 51; P =
0.64), however, difference was observed in the number of freezeable (25% and 74%, P <
0.0001) and transferable (27.5% and 78.4%, P < 0.0001). Embryo recipients from seropositive
and seronegative donors had similar pregnancy rates (60 and 57.1%, P = 0.57) and gestational
loss (50% and 43.8%, P = 0.79). There was also no change in the serological status of the
recipients, regardless of the status of the donor, as well as the protozoan DNA in embryos and
the uterine wash performed for the collection of embryos were not identified. Thus, it is
demonstrated that the embryo transfer technique is safe and can be used in Neosporosis control
programs, however, there is a compromise in the quality of embryos obtained from seropositive
donors.

Keywords: ET, Pregnancy losses, Pregnancy rate, Cattle, Neosporosis.

3.3 Introducéo

A pecuéria bovina brasileira se destaca por ter o maior rebanho comercial e ser o maior
exportador de carne bovina do mundo (USDA 2021). O setor é ainda 0 segundo maior produtor
de bezerros (USDA, 2021) e o sexto em producédo de leite (USDA, 2020). Apesar da alta
producdo de leite (23.505.000 toneladas), o pais sempre foi um tradicional importador de lacteos
e a produtividade do rebanho é considerada baixa (4,02 kg/vaca/dia) (USDA, 2020). A producéo
por vaca por ano apresentou aumento comparando os dois ultimos censos, quando mesmo com
um menor nimero de animais houve um aumento na produgdo de leite (Anuério do Leite
EMBRAPA, 2020). Esta evolucdo se deu por investimentos em tecnologia, nutri¢cdo, genética
e saude animal (Anuério do Leite EMBRAPA, 2020).

A implantacdo de um programa sanitario em um rebanho bovino leiteiro possibilita
maior eficiéncia reprodutiva. As medidas preventivas devem consistir em utilizacdo de
biotécnicas da reproducdo (inseminacdo artificial e transferéncias de embrides) livres de
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patdgenos, monitoramento e vacinagdo de enfermidades como brucelose, tuberculose e
leptospirose (DEL FAVA et al., 2004).

Além destas enfermidades, a neosporose tem sido apontada como importatne fator de
abortamento bovino sendo responsavel por até 26% dos abortamentos (GARCIA-VASQUEZ et
al., 2005) em um estudo realizado no México. O prejuizo causado pelas perdas relacionadas foi
estimado em U$ 700 por animal (DEMIR et al., 2020), em um estudo realizado na Turquia,
fazendo-se necessario o uso de medidas de controle especifico para N. caninum.

As biotécnicas da reproducdo mais utilizadas na bovinocultura leiteira, Inseminacéo
Artificial (I1A) e Transferéncia de Embrides (TE) [SOV — Superovulacdo e FIV — Fertilizagéo
In Vitro), ttm como objetivo o melhoramento genético do rebanho. A TE permite que uma
doadora de alto mérito genético aumento o numero de bezerros que produziria em sua vida Util
e 0 Brasil se destaca na implementacao desta técnica com 364.802 embrides produzidos em
2018, sendo 23.219 produzidos por superovulacdo (VIANA, 2019).

Pesquisas demonstraram que a TE, mesmo sendo realizada com embrides provenientes
de doadoras soropositivas para N. caninum, ndo transmite a doenga, se realizada conforme
preconizado pela IETS (BAILLARGEON et al., 2001; CAMPERO et al., 2003). Mas a presenca
de taquizoitos em odcitos e embrides ainda é controverso, sendo que o uso da PCR como
ferramenta para diagnosticar a presenca do DNA do parasito nestas estruturas tem sido utilizado
para elucidar este tema. Por meio desta técnica de diagnostico, Moskwa et al. (2008) reportaram
que a presenca do parasito foi descartada em 13 estruturas ndo fecundadas e 30 embribes
provenientes de doadoras soropositivas superovuladas e observaram uma tendéncia dos animais
soropositivos produzirem menos embrides em protocolos de superovulacao.

Porém, estruturas semelhantes a taquizoitos de N.caninum foram observadas por
microscopia optica em embrides cultivados in vitro com a presenca do parasito, assim como foi
identificado o aparecimento de granulos escuros no citoplasma, bloqueio da clivagem e ruptura
da zona pelucida (ZP) (D’ANGELO et al., 2006). Esses resultados sugerem que pode existir
uma interacdo entre o parasita e a ZP e assim uma transmissdo por biotécnicas poderia ser
possivel.

Silva et al. (2012) demonstraram que os foliculos sdo locais de tropismo para N.
caninum. Utilizando a técnica de PCR, detectaram o0 DNA do parasito em aspirados foliculares
(coletados por aspiragéo folicular guiada por ultrassom — Ovum Pick Up) e lavados uterinos de
13 vacas com histdrico de abortamento prévio e sorologicamente positivas, com mais de 90%
dos aspirados foliculares positivos. Estes autores sugeriram que a presen¢a de N. caninum no
ovario e Utero representa um possivel risco de transmissdo do parasita pela TE. Até o momento
ndo foram realizadas pesquisas que avaliem a resposta superovulatoria, a qualidade e grau de
desenvolvimento dos embrides coletados ap06s superovulacédo de doadoras soropositivas para N.
caninum. Diante do exposto, este experimento foi desenvolvido para avaliar a técnica da
transferéncia de embrides como meio de transmissdo da neosporose assim como comparar
quanti e qualitativamente a producdo de embrides provenientes de doadoras soropositivas e
soronegativas. Adicionalmente, este estudo objetivou comparar as taxas de prenhez e de perda
gestacional assim como o status sorologico de receptoras que receberam embrides provenientes
de doadoras soropositivas e soronegativas.
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3.4 Material e Métodos

3.4.1 Condicdes gerais do experimento

Este estudo foi aprovado pela comissao de ética no uso de animais (CEUA) do Instituto
de Zootecnia (1Z) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) sob o processo n°
23083.034967/2017-74 (ANEXO).

O presente experimento foi desenvolvido no Setor de Bovinocultura de Leite da UFRRJ
localizado na BR 465 — Km 07 (Antiga Rodovia Rio-S&o Paulo), em Seropédica, regido da
baixada fluminense, entre julho de 2018 e setembro de 2019. O rebanho era constituido por
vacas da raca Girolando, de grupos genéticos variando de 1/2 a 5/8 Holandés.

Foram selecionados 75 animais e mantidos em regime de pasto com rotagdo estacional de
piquetes e suplementacdo mineral durante todo o ano, dentre os quais foram selecionadas quatro
vacas como doadoras e 40 novilhas como receptoras.

A sorologia para deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum foi realizada no
laboratorio de Coccidios e Cocidioses da UFRRJ e a deteccdo de DNA de Neospora caninum
pela PCR no Laboratorio de Biologia Estrutural (LBE) do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz-RJ).

3.4.2 Controle sanitario e sorologia

O controle sanitario do rebanho foi realizado por equipe de funcionarios e bolsistas do
Setor com vacinagdo contra e vacinagdo contra raiva e febre aftosa em todo o rebanho, seguindo
o calendario do programa nacional de erradicacdo e prevencdo da febre aftosa e programa
nacional de controle da raiva dos herbivoros. O controle de brucelose e tuberculose foi
estabelecido como preconizado pelo PNCEBT (Programa Nacinal de Controle e Erradicacao de
Brucelose e Tuberculose), pela realizacdo de exames, vacinagdo contra brucelose com a cepa
B19 em fémeas com idade entre trés e oito meses, realizados por Veterinario devidamente
habilitado para realizacdo dos mesmos. O rebanho tinha histérico de sorologia positiva para N.
caninum ao teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT) realizada no ano de 2016, sendo que
testes foram realizados novamente antes do inicio de cada rodada de superovulacdo do
experimento.

Os 75 animais foram sorologicamente avaliados por IFAT, sendo as amostras
sanguineas coletadas com tubo vacutainer pela veia caudal, e as analises realizadas de acordo
com a técnica descrita por Yamane et al. (1997), com um ponto de corte de 1:200. A leitura foi
realizada em um microscopio com sistema de epifluorescéncia e ampliacdo de 400X. As reagdes
foram consideradas positivas quando a fluorescéncia periferal foi observada em mais de 50%
dos taquizoitas. Do total dos animais testados, dois soropositivos e dois soronegativos em trés
testes consecutivos com intervalos de 30 dias foram selecionados para serem doadoras de
embrido. Somente foram selecionadas receptoras que se apresentassem negativas ao IFAT.

3.4.3 Selecdo de doadoras, superovulacgéo, coleta e manipulacao de embrides

As doadoras foram selecionadas, em um primeiro momento, com base em suas
caracteristicas fenotipicas e produtivas, em comum acordo com 0s gestores do Setor de
Bovinocultura de Leite da UFRRJ. Posteriormente, o peso dos animais foi acompanhado
durante quatro semanas consecutivas, sendo separadas como doadoras, apenas vacas que
apresentassem boa condicao corporal (ECC > 3,0 em escala variando de 1 a 5, com intervalos
de 0,25, conforme descrito por Ferguson et al., 1994), que estivessem mantendo ou ganhando
peso entre as pesagens, e que ndo apresentassem patologias no sistema reprodutivo e
tortuosidade de cervix avaliadas por palpacdo retal e ultrassonografia.
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O inicio do protocolo de superovulagdo foi denominado dia zero (DO). Este protocolo
foi iniciado em dia aleatorio do ciclo estral, com aplicacdo de 2mg de Benzoato de Estradiol
(BE, RIC-BE® Tecnopec Ltda. — Sdo Paulo / SP) por via intramuscular (I.M.) e por
introducdo de dispositivo vaginal contendo 1g de progesterona (P4, PRIMER® Tecnopec Ltda.
— S&o Paulo / SP). A excecdo do dispositivo de P4, todos os outros hormoénios foram
administrados por via I.M. Apos 4 dias (D4), iniciou-se a administracdo de 200 mg de horménio
foliculo estimulante (FSH, Folltropin V® Vetoquinol — Sdo Paulo/SP) divididos em oito doses
decrescentes, aplicadas duas vezes ao dia com intervalos de 12 horas (05:00h e 17:00h — D4,
D5, D6 e D7). Conjuntamente com a segunda aplicagcdo de FSH do terceiro dia de
superovulacdo , foi administrado um analogo de PGF20 (0.5 mg de cloprostenol,
SINCROCIO® Ourofino- Cravinhos / SP) sendo o dispositivo intravaginal de P4 retirado no
dia 7 as 17:00 horas. A ovulacao foi induzida com uma dose de 25 ug de Gonadorelina (GnRH,
FERTAGYL® MSD - Sédo Paulo / SP), 12 horas apds a Gltima aplicagdo de FSH (D8), e as
inseminacdes artificiais (1A) realizadas 12 e 24 horas apds, com sémen congelado de dois touros
de central, dependendo do grupo genético da doadora, conforme ilustrado na Figura 2. Foram
realizadas duas rodadas de superovulacdo com intervalos de 60 dias entre os tratamentos
superovulatorios.

Cloprostenol Sédico 0,5 mg

Cipionato de Estradiol 1.2 mg Transferéncia

Benzoato de estradiol

de embrides
amg eCG 300Ul
| l |
Sincronizagio i ——
Receptoras [ Dispositivo de Progesteronalg ]
* -
Cloprostenol GNRH
Sddico 25
mc
Benzoato de estradiol 0,5 mg OS-GOg Lavagem
Img 17:00 - Uterinae
IA 1A Coleta de
! ' 17:00 05:00 embries
Superovulagdo - — l l
Doadoras [ Dispositivo de Progesterona lg ] |

Dia -2 -1 0 1 2 3 5

~

4 6 8 9 10 11 12 13 14 15
T P I

05:00

17:00

40mg 30mg 20mg 10mg
FSH 200 mg

Figura 2. Protocolo de sincronizacdo da ovulacdo para transferéncia de embribes em tempo
fixo em receptoras e protocolo de superovulacdo das doadoras. FSH = Horménio Foliculo
Estimulante, GnRH = Hérmonio Liberador de Gonadotrofinas, IA = Inseminacdo Artificial,
eCG = Gonadrotofina Coridnica Equina.

Exames ultrassonograficos, com um transdutor linear e frequéncia de 7.5 MHz
(MINDRAY® D2200 VET) foram realizados sete dias ap6s a primeira IA para avaliar a
resposta superovulatéria das doadoras, escaneando os ovarios para identificagdo e contagem de
corpos lateos (CL) e de foliculos anovulatérios.

A lavagem uterina foi realizada em doadoras que responderam ao protocolo de
superovulacdo, ou seja, que apresentavam dois ou mais CLs, sete dias apds a primeira 1A. As
doadoras foram contidas em tronco, tricotomizadas, com limpeza da pele com solugcbes
antissépticas e um bloqueio epidural foi realizado (2 ml, Lidovet ® Bravet — Rio de Janeiro/RJ).
A coleta foi realizada pela técnica transcervical empregando cateter de Foley fixado no corpo
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do utero com insuflacdo do cuff. A lavagem foi realizada simultaneamente nos dois cornos
uterinos com 1 litro de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e massagem do Gtero por
palpacgdo retal. Apds a coleta, o copo coletor (filtro) contendo os embriBes foi encaminhado
imediatamente ao laboratdrio para procedimentos de localizacdo, manipulacdo e classificacdo
morfoldgica dos embribes, e a sonda foi mantida fixada a cervix para repetir 0 processo de
lavagem uterina, se necessario. O meio contendo os embrides foi cuidadosamente vertido em
placa de petri (100 mm) sendo esta levada ao estereomicroscopio sob uma perspectiva de 10-
15 vezes para localizacdo das estruturas coletadas. Quando localizadas, as estruturas foram
transferidas para outra placa de petri (35 mm) contendo meio holding (PBS + 0,4% de albumina
sérica bovina — BSA). Apds o término da lavagem uterina, todas as doadoras receberam duas
doses de prostaglandina (0.5 mg de cloprostenol, SINCROCIO® Ourofino- Cravinhos / SP)
com intervalo de 7 dias.

3.4.4 Avaliacao morfoldgica dos embrides

Os embrides foram avaliados e classificados sempre pelo mesmo técnico de acordo com
o manual da IETS (STRINGFELLOW & GIVENS, 2010). Para avaliacdo dos embrifes foram
considerados o estagio de desenvolvimento (Nao fertilizado, 2-8 células, 8-16 células, Moérula
inicial - MI, Moérula compacta - MC, Blastocisto inicial - Bl, Blastocisto - BL e Blastocisto
expandido - BX) e a qualidade dos embrides (grau I - Excelente, grau Il - Bom, grau 1l - Regular
e grau IV — Ruim ou Degenerado). Os embribes classificados como graus | e Il foram
denominados embrides “congelaveis” e as estruturas avaliadas como graus I, 1l e 111 como
transferiveis.

3.4.5 Selecgdo e sincronizacéo de receptoras e transferéncia de embrides

As receptoras foram selecionadas e separadas do rebanho sendo mantidas em pastejo
rotacionado com agua e sal mineral a vontade. As novilhas selecionadas como receptoras foram
somente incluidas no programa quando se apresentaram negativas a um segundo teste de IFAT
com 30 dias de diferenca, sendo que os testes foram realizados previamente a cada rodada de
superovulacdo. O peso das receptoras também foi acompanhado durante quatro semanas
consecutivas, sendo escolhidos apenas animais que apresentavam boa condigao corporal (ECC
> 3,0), que estivessem mantendo ou ganhando peso entre as pesagens, e ainda que nao
apresentassem patologias no sistema reprodutivo e sem tortuosidade de cervix avaliado por
palpacdo retal e ultrassonografia.

As receptoras tiveram os ciclos estrais sincronizados com os das doadoras utilizando
protocolos de sincronizacdo de ovulacdo (Figura 2), para terem um CL e um Gtero com um
tempo de desenvolvimento compativel com os embrides coletados das doadoras. O protocolo
de sincronizacdo das receptoras teve inicio dois dias antes do protocolo de superovulacdo das
doadoras, sendo, portanto, iniciado no D-2. Para tanto, foram administrados nas receptoras 2mg
de Benzoato de Estradiol (BE, RIC-BE® Tecnopec Ltda. — S&o Paulo / SP) por via
intramuscular (1.M.) e introducdo de dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona (P4,
PRIMER® Tecnopec Ltda. — Sdo Paulo / SP) no D-2. A excecdo deste dispositivo, todos 0s
outros hormonios foram administrados por via I.M. No dia 6, foi administrado um analogo de
PGF2a (0.5 mg de cloprostenol, SINCROCIO® Ourofino- Cravinhos / SP), mais 1,2 mg de
cipionato de estradiol (E.C.P.® ZOETIS — Campinas/ SP) e 300 U.lI. de gonadrotofina coridnica
equina (eCG, Sincro eCG Ourofino — Cravinhos/SP) sendo o dispositivo intravaginal de
progesterona retirado nesse mesmo dia, conforme ilustrado na Figura 2.

As receptoras foram avaliadas no dia 14 por ultrassonografia transretal para verificagdo
da resposta ovulatéria, mensuracédo e localizagdo do corpo luteo (ovario direito ou esquerdo).
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Foram aproveitadas para TE apenas receptoras apresentando CL com didmetro superior a 13
mm. As transferéncias (inovulagdes) foram realizadas com embrides a fresco de qualidade 1 ou
Il e se iniciaram apos a coleta da Gltima doadora. Os animais foram devidamente contidos no
tronco, a regido perineal foi lavada com agua e sabdo neutro e seca com papel toalha. Foi
realizado bloqueio epidural com 2 ml de lidocaina (Lidovet ® Bravet — Rio de Janeiro/RJ) sendo
a transferéncia realizada sempre por um mesmo técnico, com experiéncia, do lado ipsilateral ao
CL previamente avaliado.

3.4.6 Diagnostico de gestacéo e avaliacdo da perda gestacional

O diagnostico de gestacéo foi realizado por ultrassonografia 23 dias ap6s a transferéncia
embrionaria considerado o trigésimo dia de gestacdo, com um transdutor linear e frequéncia de
7.5 MHz (MINDRAY® D2200 VET). S0 foram consideradas gestantes as fémeas que
apresentaram o embrido com batimento cardiaco na imagem ultrassonografica. Para o
diagnostico de perda gestacional, foram realizadas avaliacdes ultrassonogréaficas transretais aos
60, 90, 180 e 270 dias de gestacdo. Foi considerada como perda gestacional, a situagdo na qual
uma fémea em que havia sido observado um embrido viavel (batimento cardiaco) no primeiro
diagndstico (30 dias) ndo apresentava feto nas demais avaliagfes (aos 60, 90, 180 e 270 dias).

3.4.7 AvaliacGes soroldgicas das receptoras gestantes e dos bezerros

Os animais diagnosticados gestantes foram alocados em um pasto isolado com &gua e
sal mineral a vontade, e passaram por testes sorologicos (IFAT) com 90 e 180 dias de gestacao
e ap6s o parto (=285 dias). Os bezerros nascidos vivos passaram por sorologia imediatamente
apos o parto.

3.4.8 Anélise dos embrides e do lavado uterino por PCR para deteccdo de N. caninum

Com intuito de avaliar a técnica de TE como meio de transmissdo do N. caninum, 38
embrides (17 embrides da primeira rodada e 21 da segunda) foram transferidos para receptoras
soronegativas sincronizadas e 53 estruturas (23 da primeira rodada de superovulacédo e 30
oriundos da segunda) foram enviadas para avalicdo por PCR.

Parte dos embrides da primeira rodada de superovulacao foi alocada em palhetas de 0,25
ml contendo meio holding (PBS + 0,4% de BSA) conforme ilustrado na Figura 3. Logo apds o
envase, as palhetas foram enviadas ao Laboratério de Biologia Estrutural (LBE) do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) para serem avaliados por PCR como descrito anteriormente
(BASZLER et. al., 1999; SANCHEZ et al., 2009). O primeiro e o ultimo PBS proveniente do
procedimento de lavagem uterina para coleta dos embrides, assim como o meio de lavagem
presente na placa de petri para a procura e classificagdo dos mesmos, também foram
acondicionados e enviados para avaliacdo por PCR.
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Lacrador | PBS I " ‘ I I PBS .

PBS + Embrido

Figura 3. Esquema de alocacéo dos embrides em palhetas de 0,25 ml contento trés colunas de
meio holding (PBS + 0,4% BSA) separadas por duas colunas de ar, sendo que os embrides
permanecem na coluna central. PBS = Solucdo salina tamponada com fosfato; BSA = Album

O DNA das amostras foi extraido com kit comercial seguindo as instruc6es do fabricante
(Kit de extracdo da Qiagen DNeasy® Blood & Tissue - Spin Column ), os embrides foram
avaliados em conjunto, enquanto que o PBS das lavagens foi centrifugado e avaliados
separadamente. Posteriormente, o DNA foi amplificado utilizando o par de primers Np4-Np7
do gene Neospora especifico Np5 que amplificam uma sequéncia de 275bp. Para o preparo das
solucdes (mix) para amplificagdo em um termociclador pelo PCR foram utilizados: solucéo
tampdo (5 pul), ANTPS (2mM) (5 ul), iniciador Fb (50 pmol) (0,5 ul), iniciador Rb (50 pmol) (5
ul), Taqg DNA polimerase (5/U pl) (5 ul), amostra de DNA (3 pl) e &gua para PCR (35,5 pl)
totalizando 50 pl. Os produtos originados pela PCR foram transferidos para gel de agarose em
uma concentracao de 2% e levados a cuba de eletroforese com as amostras colocadas em cada
poco correspondente. A eletroforese ocorreu a 100 volts, 400 mA, durante 1 hora e 30 minutos.

3.4.9 Anélise Estatistica

Para avaliar a significancia das taxas de prenhez, perda gestacional, classificacdo e
qualidade dos embrides e o efeito do touro, foi utilizado o teste de qui-quadrado com nivel de
significancia de 5%. Quando as frequéncias esperadas foram menores do que 5 foi utilizado a
correcdo de Yates para utilizacdo do teste qui-quadrado. Se ainda assim a utilizacdo deste teste
ndo foi possivel, pela presenca da frequéncia esperada igual a 0, o teste de Fisher foi utilizado,
também com nivel de significancia de 5%.

3.5 Resultados e Discussao

As receptoras e doadoras pertenciam a um rebanho que passou por triagem soroldgica
para serem incluidas no experimento. Dos 75 animais avaliados por imunofluorescéncia
indireta, 18 testaram positivo resultando em uma prevaléncia de 24%. Estes dados corroboram
os levantamentos soroldgicos previamente realizados no rebanho da UFRRJ assim como a
prevaléncia encontrada no Brasil (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017; GAIA et al., 2020).

O acompanhamento soroldgico das receptoras realizado aos 90 e 180 dias de gestacdo e
também apds ao parto mostrou que nenhuma se apresentou soropositiva ap6s a TE. A
transferéncia de embrides de doadoras soropositivas ou soronegativas nao foi capaz de
soroconverter receptoras soronegativas, mesmo que os embrides ndo tivessem passado pelo
protocolo de lavagens seriadas. Sozinho este resultado demonstra que a biotécnica ndo é uma
via de transmissdo ou, que se presentes, 0s taquizoitas estavam em numero insuficiente para
transmitir a doenca. Na literatura, resultados semelhantes foram demonstrados, porém, somente
com o uso da lavagem seriada com tripsina (BAILARGEON et al., 2001; CAMPERO et al.,
2003). E importante ressaltar também que, com este resultado, pode-se afirmar que n&o houve
transmisséo por ingestao de oocistos presentes no ambiente.
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Um dos fatores que pode influenciar a resposta superovulatéria € o touro utilizado na
inseminacao artificial (MIKKOLA et al., 2020; JEMAL et al., 2021), sendo que no presente
experimento foram utilizados dois touros para a inseminagéo das quatro doadoras. N&o foram
encontradas diferencas no nimero de embrides produzidos, no estagio de desenvolvimento e
no nimero de embriGes congelaveis ou transferiveis quando comparandos os touros | e Il
(Tabela 2). Apesar de ser reportado na literatura que touros diferentes podem produzir respostas
superovulatorias diferentes (MIKKOLA et al., 2020; JEMAL et al., 2021) este fato nao foi
observado no presente experimento. Isto pode ser explicado pela capacidade semelhante de
fertilizag&o entre os dois touros.

Tabela 2. Efeito do touro sobre a qualidade e o estagio de desenvolvimento embrionério de
doadoras soropositivas e soronegativas para N. caninum submetidas a duas rodadas de
superovulacdo (SOV).

QUALIDADE EMBRIONARIA

Grau | Grau Il Grau lll Grau IV Total
Touro | 21 0 2 19 - 42
Touro Il 21 6 1 21 - 49
ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO
8-16 células MC Bl BL Degenerados  Total
Touro | 19 13 6 04 0 42
Touro 1l 18 20 5 03 3 49

MC = mérula compacta; Bl = blastocisto inicial; BL = blastocisto.

Foram selecionadas quatro doadoras, duas soropositivas e duas soronegativas, sendo
realizadas duas rodadas de superovulacdo com posterior lavagem uterina para coleta de
embrides com intervalo de 60 dias entre elas. Todas as doadoras responderam as duas
superovulagdes com uma média de 12,4 e 11,4 corpos lUteos e estruturas coletadas por doadora,
respectivamente (Tabela 3).

A taxa média de recuperacdo embrionaria (nimero de estruturas localizadas / nimero
de corpos luteos) foi de 91,9%. Observa-se que na segunda rodada de superovulacdo, foram
identificados pela ultrassonografia 18 corpos luteos na doadora 161, no entanto foram
encontradas 24 estruturas. Este fato incoerente pode ser explicado pela dificuldade em realizar
uma contagem precisa do nimero de corpos liteos em doadoras que apresentam resposta
superovulatéria muito elevada.
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Tabela 3. Andlise individual do nimero de corpos liteos e total de estruturas coletadas de
doadoras soropositivas e soronegativas para N. caninum submetidas a duas rodadas de
superovulacdo (SOV).

Sorologi CORPOS LUTEOS ESTRUTURAS COLETADAS
gia I S
Doadora . niqum  Primeira  Segunda Total Frimeira  Segunda L .,
SOV SOV SOV SOV
227 Positiva 14 11 25 14 9 23
249 Positiva 9 11 20 6 11 17
161 Negativa 12 18 30 8 24 32
200 Negativa 16 8 24 15 4 19
Total Soropositivas 23 22 452 20 20 402
Total Soronegativas 28 26 542 23 28 512
Total 51 48 99 43 48 91

Letras sobrescritas iguais dentro da mesma coluna ndo apresentam diferenca estatistica (P>0,05).

Né&o foi observada diferenca significativa entre doadoras soropositivas e soronegativas
para 0 numero medio de corpos lateos (11,3 vs 13,5, respectivamente) assim como para o total
de estruturas recuperadas (10,0 vs 12,8, respectivamente).

Estes dados corroboram os resultados de Baillargeon et al. (2001) que, ao superovularem
22 doadoras (11 soropositivas e 11 soronegativas), encontraram uma média de 11,5 e 7,5
embrides vidveis por doadora soropositiva e soronegativa, respectivamente, ndo sendo
observada diferenca significativa entre os grupos. Apesar de utilizar uma diferente metodologia
de testagem sorolégica (ELISA), em ambos os trabalhos foi demonstrado que animais
soropositivos possuem uma resposta adequada a protocolos de superovulacdo para coleta e
transferéncia de embrides. A selecdo de doadoras em bom estado de saude e adequada condicéao
corporal pode ter favorecio estes resultados. Estes dados também podem demonstrar uma
incapacidade do N.caninum em interferir na resposta superovulatéria e na recuperacdo dos
embrides.

No total foram recuperadas 91 estruturas, 43 na primeira e 48 na segunda rodada de
superovulacdo. Todas as estruturas foram avaliadas pelo mesmo técnico em relacdo ao estagio
de desenvolvimento (Tabela 4) e a qualidade (Tabela 5). Os estagios de desenvolvimento
encontrados foram: estruturas ndo fertilizadas (NF), 8-16 células, morula compacta (MC),
blastocisto inicial (BI) e blastocisto (BL), sendo os estagios de 8-16 células, MC e Bl os mais
prevalentes representando 89% das estruturas, conforme mostrado na Tabela 4. A maior
prevaléncia dos estagios encontrados corroboram a literatura e estdo dentro do esperado, uma
vez que condizem com o nimero de dias de desenvolvimento ap6s a inseminagdo (HORPER et
al.,2018; ERDEM et al., 2020).

Quando comparado o nimero de embrides de acordo com o estagio de desenvolvimento,
entre doadoras soropositivas e soronegativas, foi observada diferenca significativa nos estagios
de 8-16 celulas (P<0,01), MC (P=0,047), BI (P=0,03) e BL (P=0,01). Pelo conhecimento dos
autores, este é o primeiro estudo que compara o desenvolvimento e a qualidade de embriGes
coletados de doadoras superovuladas e naturalmente infectadas com N.caninum. Foi
demonstrado que o cocultivo de embrides FIV com taquizoitas do parasita podem interromper
a clivagem de embrides em desenvolvimento (D’ANGELO et al., 2006). Alem disso, sua
presenca em aspirados foliculares demonstra o tropismo do parasita pelo trato reprodutivo
(SILVA et al., 2012), desta forma sua provavel presenca e capacidade deletéria podem ter
influenciado no desenvolvimento dos embriGes. Ndo houve diferenca significativa para ndo
fertilizados (P=0,58), assim, mesmo podendo interferir na clivagem, talvez ndo tenha a
capacidade de impedir a fertilizag&o.
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Tabela 4. Classificagdo dos embrides oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas para
N. caninum de acordo com o estdgio de desenvolvimento.
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Dados referentes a duas rodadas de superovulacao
227 Positiva 0 16 7 0 0 23
249 Positiva 2 11 3 1 0 17
161 Negativa 1 7 17 4 3 32
200 Negativa 0 3 6 6 4 19
Soropositivas 2 27 10 1 0 40
Soronegativas 1 10 23 10 7 51
Total 3 37 33 11 7 01
(3,3%)  (40,7%) (36,2%)  (12,1%)  (7,7%)

A Tabela 5 apresenta a classificacdo dos embrides coletados de doadoras soropositivas
e soronegativas para N. caninum levando em consideracdo a qualidade embrionéaria. A
porcentagem de embrides congelaveis (Grau | e 1) e transferiveis (Grau I, Il e 111) para doadoras
soropositivas foi de 25% e 27,5%, respectivamente, e para as soronegativas foi de 74,5% e
78,4%, respectivamente. Foi observada diferenca significativa entre animais soropositivos e
soronegativos para as duas variaveis (P<0,0001).

Tabela 5. Classificacdo dos embrides oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas para
N. caninum de acordo com a qualidade.
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Dados referentes a duas rodadas de superovulagdo
227 Positiva 6 0 1 16 23
249 Positiva 3 1 0 13 17
161 Negativa 18 5 1 8 32
200 Negativa 15 0 1 3 19
Soropositivas d L L 29 40
(22,5%) (2,5%) (25%) (72,5%)
Soronegativas 33 S 2 1 51
(64,7%) (9,8%) (3,9%)  (21,6%)
Total 42 6 3 40 91
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Né&o foram encontrados na literatura estudos que tenham avaliado o impacto do status
sorologico para N. caninum de doadoras sobre a qualidade dos embriGes produzidos in vivo.
Quando embribes FIV foram cultivados com taquizoitas, os mesmos apresentaram granulos
escuros no citoplasma, bloqueio de clivagem e aumento do espaco perivitelinico com 48 horas
de cultivo e, apds 96 horas, foi observada também a ruptura de zona pellcida (D°"ANGELO et
al., 2006). Estas alteracdes morfologicas impactariam diretamente a classificacdo dos embrifes
em relacdo a sua qualidade, demonstrando assim, com ineditismo, que mesmo que n&o exista
diferenca no nimero total de estruturas produzidas por doadoras soropositivas e soronegativas,
houve um comprometimento da porcentagem de embrides congelaveis e transferiveis. Isto pode
impactar os resultados de um programa comercial de transferéncia de embrides.

Foram realizadas duas rodadas de sincronizacao de receptoras. Na primeira rodada, 24
receptoras foram submetidas a sincronizacdo da ovulacdo sendo que 17 (70,1%) apresentaram
corpo lateo maior que 13 mm no D14 (um dia antes da transferéncia de embrido). Na segunda
rodada, 28 animais foram sincronizados sendo que 24 (85,7%) apresentaram um CL maior que
13 mm no D14. A eficiéncia total do protocolo de sincronizacdo das receptoras foi de 78,8%
(41/52). O que esta de acordo com a literatura, que relata taxa de sincronizagéo a protocolos de
ovulagdo em tempo fixo por volta de 80% (BARUSELLI et al., 2019).

Dos 38 embriGes transferidos, 10 foram provenientes de doadoras soropositivas e 28 de
soronegativas, resultando em 22 gestacOes. As taxas de prenhez foram de 60% (6/10) e 57,1%
(16/28) para receptoras que receberam embriGes de doadoras soropositivas e soronegativas,
respectivamente. N&o foi observada diferenca significativa entre as taxas de prenhez aos 30 dias
(P=0.57) (Tabela 6). Estudos demonstram que a taxa de prenhez em programas de transferéncia
de embrides pode ser impactada por diferentes fatores como, qualidade dos embrides
transferidos, ECC e manejo das receptoras (AMBROSE et al., 2010). No presente experimento,
somente foram incluidas receptoras sem patologias no sistema reprodutivo (avaliadas por
palpacdo retal e ultrassonografia), com boa condi¢do corporal (ECC >3), que estivessem
ganhando ou mantendo o peso, sendo que estes animais foram mantidos em pasto isolado do
rebanho com agua e sal mineral ad libitum. Além disso, foram transferidos somente embrides
classificados como Grau | e Il. Todos estes fatores podem ter contribuido para a igualdade nas
taxas de prenhez, e talvez a transferéncia de todos os embrides viaveis (incluindo os avaliados
como grau 1) poder ia ter gerado diferenca entre os grupos.

Tabela 6. Diagndstico de gestacdo aos 30 dias e perdas gestacionais em receptoras
soronegativas inovuladas com embries oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas
para N.caninum.

Sorologia Taxa de Perda Perda Perda
N. caninum prenhez  Gestacional - Gestacional - Gestacional

das doadoras aos30dias 30a90dias 90 a270dias Total

Soropositivas 60.0%? 16.7%? 33.3%° 50.0%?
(6/10) (1/6) (2/6) (3/6)

Soronegativas 57.1%? 25.0%? 18.8%? 43.8%°
(16/28) (4/16) (3/16) (7/16)

Total 57.9%? 22.7%? 22.7%? 45.5%?

(22/38) (5/22) (5/22) (10/22)

Letras sobrescritas iguais dentro da mesma coluna ndo apresentam diferenca estatistica (P>0,05).

Né&o foi observada diferenca estatistica quando comparadas as perdas gestacionais de 30
a 90 dias (P=0,81), de 90 a 270 dias (P=0,98) e total (P=0,79) entre receptoras que receberam
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embrides oriundos de doadoras soropositivas e soronegativas. Assim como ocorreu na taxa de
prenhez, a transferéncia dos embrides de melhor qualidade e a selecdo de novilhas como
receptoras podem ter contribuido para esta igualdade nas perdas gestacionais. O
acompanhamento soroldgico das receptoras demonstrou que a biotécnica ndo é uma via de
transmissdo, outra possibilidadeé de que os taquizoitas estariam em namero insuficiente para
transmitir a doenca.

A igualdade nas taxas de prenhez e nas perdas gestacionais em receptoras soronegativas
que foram inovuladas com embrides de doadoras soropositivas e soronegativas ja foi reportado
em outros estudos (BAILLARGEON et al., 2001; CAMPERO et al., 2003), porém este é o
primeiro estudo, de conhecimento do autor, que aplica a técnica sem antes utilizar qualquer
protocolo de lavagem dos embrifes preconizadas pela IETS (12 lavagens com passagens em
solucdo de 0,25% de tripsina na quinta e sexta lavagem ). Desta forma, demonstra-se que a
transferéncia de embrifes pode ser utilizada como método de controle da neosporose com
seguranca.

Os embrides ndo aproveitados na transferéncia avaliados por PCR, assim como o
primeiro e o Ultimo lavado uterino. Ndo foram amplificados pares de bases em nenhuma das
amostras analisadas (Figura 4).

Figura 4. Eletroforese das amostras do meio de coleta de embrides do primeiro e o ultimo
lavado uterino, assim como do meio da placa de petri e embriGes da primeira superovulacgéo.
M, Marcador; C+, Controle positivo; C-, Controle negativo; E, Embrides; L1, PBS do primeiro
lavado uterino; L2, PBS do segundo lavado uterino; 1,2,3 e 4, identificacdo das doadoras; pb,
protein bases (Pares de bases).

O emprego da PCR permitiu comprovar a presenca do N.caninum nos foliculos
ovarianos de fémeas bovinas de sorologia positiva (SILVA et al., 2012) mas a mesma técnica
ndo permitiu a identificacdo do parasito em 30 embrides de doadoras também positivas
(MOWSKA et al., 2008), assim como neste experimento. Podemos assumir gque, mesmo que
tenha tropismo pelo foliculo ovariano, o parasito ndo se adere ao embrido em desenvolvimento,
ou que o processo de lavagem uterina retira os taquizoitas que podem estar aderidos, uma vez
que foi encontrada diferenca na qualidade dos embrides de doadoras soropositivas e
soronegativas.

Nenhum dos 12 bezerros oriundos das transferéncias apresentou alteragcdes dignas de
nota e todos testaram negativos ao IFAT para N. caninum. Os dados do presente estudo
corroboram os de Baillargeon et al. (2001) e Campero (2003) nos quais bezerros nascidos de
animais soronegativos também apresentaram sorologia negativa independente da sorologia da
doadora do embrido.
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3.7 Conclusoes

O presente estudo permitiu as seguintes conclusdes: i) a técnica de transferéncia de
embrides realizada a partir de doadoras soropositivas para N. caninum € segura do ponto de
vista sanitario e pode ser utilizada em programas de controle desta enfermidade; ii) O status
sorologico da doadora ndo tem efeito na resposta superovulatoria e no nimero de estruturas
recuperadas, no entanto, afeta a qualidade dos embriBes produzidos; iii) o status sorolégico da
doadora ndo afeta a taxa de prenhez e nem a perda gestacional quando os embriGes séo
transferidos para receptoras soronegativas.

4 CAPITULO II

Efeito do Aumento da Progesterona sobre o Perfil Enddcrino, Tamanho Embrionario e
Perda Gestacional em Receptoras de Embrides Bovinos Fertilizados in vitro ou
Produzidos por Transferéncia Nuclear

4.1 Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar as diferencas na progesterona e PSPB circulantes de
receptoras bovinas inovuladas comembrido de transferéncia nuclear de células somaticas
(TNCS) ou por fertilizagdo in vitro (FIV). Além disso, o efeito do aumento da progesterona
circulante (P4) foi testado pela producdo de corpo lateo acessério (CL) em receptoras para 0s
dois tipos de embrides. Um total de 123 receptoras holandesas nuliparas foram randomizadas
para receber um embrido de FIV ou TNCS e para receber ou ndo gonadotrofina coridnica
humana (hCG; 3.300 Ul nos dias 5 e 12) Dia 0 é o dia de tratamento de GnRH no final da
sincronizacdo de ovulacdo, para causar ovulacdo e aumentar a P4 circulante. Assim, foram
criados quatro grupos: FIV sem hCG (n = 30), FIV com hCG (n = 29), TNCS sem hCG (n =
28) e TNCS com hCG (n = 36). Ultrassonografia e coletas de sangue foram realizadas nos dias
5,12, 19 e 21, e os diagndsticos de prenhez por ultrassom e avaliacdo da proteina B especifica
da gestacdo (PSPB) foram realizadas nos dias 28, 33, 42, 47, 54 e 63. O tratamento com hCG
causou ovulacdo (Dia 5 - 96,9% [63/65]; Dia 12 - 83,1% [54/65]) e aumentou a P4 circulante
(Dia 19 - 20,8 £ 1,3 vs. 10,1 + 1,1 ng / mL). No entanto, ndo alterou o PSPB circulante em
receptoras de embrides FIV ou TNCS, embora o hCG tendesse a aumentar as prenhezes por TE
(P/TE) para receptoras de embrides TNCS nos dias 28 (P = 0,07) e 42 (P = 0,09). A P/TE foi
semelhante para FIV e embrides TNCS nos dias 28 e 33, no entanto, a relacdo P/TE foi maior
para FIV do que TNCS no dia 42 e mais tarde, devido a maiores (P = 0,05) perdas de gestagédo
no TNCS (44,4%) do que embrides FIV (15,0%) dos dias 33-42. Receptoras de embrides TNCS
e FIV tinham PSPB circulante semelhante no dia 28, no entanto, no dia 33 (P =0,01) e em todos
0S momentos posteriores, receptoras de embrides TNCS tinham maior PSPB do que embrides
FIV. De especial interesse, as receptoras de embrides FIV que mantiveram a prenhez tiveram
maior PSPB nos dias 28 (P = 0,006) e 33 (P = 0,003) do que aquelas quetiveram perda de
gestacdo. Em contraste, as receptoras de embrides TNCS que mais tarde perderam a gestacao
tiveram maior (P = 0,01) PSPB no dia 33 do que as receptoras de embrides TNCS que
mantiveram. Assim, 0 aumento da P4 circulante pode melhorar a fertilidade em receptoras de
embrides TNCS, como evidenciado pela tendéncia do tratamento com hCG para aumentar P/TE
de embrides TNCS neste experimento, embora sejam necessarias pesquisas adicionais. Além
disso, embora a reducdo na concentracdo do PSPB possa predizer a perda gestacional em
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receptoras de embrides FIV, como mostrado em outras situagdes fisioldgicas, a maior circulagdo
de PSPB no dia 33 foi um preditor da perda subsequente em receptoras de embrides TNCS.

Palavras-chave: corpo liteo acessorio; embrido clonado; gonadotrofina coridnica humana;
proteina especifica B.

4.2 Abstract

This study was designed to evaluate the differences in circulating hormones of bovine recipients
that received either a somatic cell nuclear-transfer (SCNT) embryo or an embryo produced by
in vitro fertilization (IVF). Further, the effect of increasing circulating progesterone (P4) was
tested by production of accessory corpus lutea (CL) in recipients of the two types of embryos.
A total of 123 nulliparous Holstein recipients were randomized to receive either an IVF or
SCNT embryo and further randomized to receive or not human chorionic gonadotropin (hCG;
3,300 IU on Days 5 and 12 [Day 0 is Day of GnRH treatment at end of synchronization of
ovulation] to cause ovulation and increase circulating P4). Thus, four groups were created:
IVF+no hCG (n=30), IVF+hCG (n=29), SCNT+no hCG (n=28), and SCNT+hCG (n=36).
Ultrasound evaluations and blood samplings were done on Days 5, 12, 19 and 21, and pregnancy
diagnoses by ultrasound and evaluation of pregnancy-specific protein B (PSPB) were done on
Days 28, 33, 42, 47, 54 and 63. As expected, treatment with hCG caused ovulation (Day 5 -
96.9% [63/65]; Day 12 - 83.1% [54/65]) and increased circulating P4 (Day 19 - 20.8 £ 1.3 vs.
10.1 £ 1.1 ng/mL). However, treatment with hCG did not change circulating PSPB in recipients
of IVF or SCNT embryos, although hCG tended to increase pregnancies per ET (P/ET) for
recipients of SCNT embryos at Days 28 (P = 0.07) and 42 (P = 0.09). The P/ET was similar for
IVF and SCNT embryos at Days 28 and 33, however, P/ET was greater for IVF than SCNT on
Day 42 and later, due to greater (P = 0.05) pregnancy losses in SCNT (44.4%) than IVF embryos
(15.0%) from Days 33-42. Recipients of SCNT and IVF embryos had similar circulating PSPB
on Day 28, however, on Day 33 (P = 0.01) and at all later times, recipients of SCNT embryos
had greater PSPB than IVF embryos. Of special interest, recipients of IVF embryos that
maintained the pregnancy had greater PSPB on Days 28 (P = 0.006) and 33 (P = 0.003) than
IVF embryos that later had pregnancy loss. In contrast, recipients of SCNT embryos that later
lost the pregnancy had greater (P = 0.01) PSPB on Day 33 than recipients of SCNT embryos
that maintained the pregnancy. Thus, increasing circulating P4 may improve fertility in
recipients of SCNT embryos as evidenced by the tendency for hCG treatment to increase P/ET
of SCNT embryos in this experiment, although additional research with greater numbers of
recipients are needed. Further, although reduced PSPB may predict pregnancy loss in recipients
of IVF embryos, as shown in other physiologic situations, greater circulating PSPB on Day 33
was a predictor of subsequent pregnancy loss in recipients of SCNT embryos, perhaps
indicating excessive trophoblast binucleate cell numbers or activity preceding pregnancy loss
of SCNT embryos.

Keywords: Accessory corpus luteum; clone embryo; human chorionic gonadotropin;
pregnancy-specific protein B.
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4.3. Introducao

Desde a producdo do primeiro mamifero clonado usando o nudcleo de uma célula
somatica adulta (WILMUT et al., 1997), as técnicas de clonagem baseadas na transferéncia
nuclear de células sométicas (TNCS) tém sido estudadas e utilizadas para multiplicar animais
de alto mérito genético (PAGE & AMBANDY, 2004; BORDIGNON et al, 2017). Apesar da
pesquisa e do potencial pratico da TNCS, a técnica ainda é ineficiente e aproximadamente 10%
dos embrides transferidos resultam em bezerros que se desenvolvem com sucesso
(PANARACE et al., 2006).

Embora as taxas de prenhez (P/TE) apés a transferéncia de embrides TNCS e fertilizados
in vitro (FIV) sejam geralmente semelhantes aos 30 dias de gestacdo, as receptoras de TNCS
apresentam maior perda gestacional a partir deste periodo(WELLS, 2005; PANARACE et al.,
2006). Foi proposto que a compreensdo das diferencas que ocorrem durante o desenvolvimento
e manutenc¢ao da prenhez de embrides TNCS e FIV deve aumentar a sobrevivéncia dos bezerros
e melhorar os resultados usando a técnica de TNCS (FABER et al., 2004). As falhas no
desenvolvimento e funcéo da placenta apos a transferéncia de embrides TNCS sdo a principal
causa das baixas taxas de prenhez e natalidade obtidas durante o processo de clonagem,
observando-se um baixo numero de placentomas que sdo de tamanho aumentado e anormais
(WELLS, 2005; CHAVATTE-PALMER et al., 2012). Além disso, uma alta incidéncia de
doencas embrio / fetais, como hidropis fetalis, edema placentario e hidralantdides séo
observadas em gestacGes TNCS que sdo perdidas ap6s 90 dias de gestacdo (PANARACE et al,
2006).

Devido o papel critico da progesterona (P4) no desenvolvimento embrionério / fetal e
na manutencdo da gestacdo, 0 aumento das concentragdes circulantes de P4, foi proposto como
uma estratégia potencial para reduzir a perda gestacional (STRONGE et al, 2005; WILTBANK
et al., 2014; YAN et al., 2016). Esta ideia é apoiada pelo desenvolvimento embrionario
aprimorado observado ap6s adocgdo de estratégias que aumentem a P4 circulante, seja pela
producdo de um CL acessorio ou por tratamento com P4 ex6gena (FORDE et al., 2009; BAZER
et al., 2012). No entanto, o aumento da P4 circulante teve um efeito surpreendentemente
variavel na perda gestacional, embora, dois estudos recentes tenham observado diminuicao
desta perda em receptoras de embrides FIV que tinham um CL acessorio produzido por
administracao de gonadotrofina coriénica humana (hCG) ou tratamento com GnRH. Até onde
sabemos, o efeito do aumento da P4 circulante pela producdo de um CL acessério ndo foi
avaliado como uma estratégia para diminuir a perda gestacional de embrides clonados.

Diferengas morfologicas entre embrides TNCS e FIV foram relatadas ao longo da
gestacdo, geralmente com restricdo de crescimento até o final do segundo més e ganho de peso
fetal excessivo durante os Ultimos meses de gestacdo (PANARACE et al., 2006; GERGER et
al., 2017). Além disso, os niveis de glicoproteinas associadas a prenhez (PAGs) sdo mais
elevados em receptoras de TNCS que desenvolveram distdrbios placentarios e esse efeito pode
ser promovido por um aumento no transporte através da barreira placentaria ou aumento na
meia-vida dos PAGs na circulagdo materna (CHAVATTE-PALMER e al., 2006; KLISCH et
al., 2006; CONSTANT et al., 2011; CHAVATTE- PALMER et al., 2012). Particularmente, 0
nivel de proteina B especifica da prenhez (PSPB), produzida por células binucleadas do
trofoblasto, foi transitoriamente mais alto no dia 35 de gestacdo naqueles conceptos que ndo se
desenvolveram até o dia 90 (WELLS, 2005).

Assim, o objetivo do presente experimento foi estudar perfis de horménios circulantes
e tamanho do embrido usando ultrassonografia em receptoras bovinas que receberam um
embrido TNCS ou um embrido FIV. Além disso, foi avaliado o0 momento da perda da gestacao
e a associacdo dos perfis hormonais e caracteristicas embrionarias com a perda gestacional.
Adicionalmente, o efeito do aumento de P4 circulante na taxa de prenhez (P/TE) e na perda de
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gestacdo foi avaliado pela formacdode CL acessorio por tratamento com hCG em receptoras
dos dois tipos de embrides. As hipdteses deste estudo foram: 1: O tratamento com hCG nos dias
5 e 12 de gestagdo produzird CL acessorio, aumentara as concentracdes de P4 circulante,
aumentara P/TE e reduzira a perda de gestacdo em receptoras de embriGes FIV e TNCS; 2) As
receptoras que recebem embrides TNCS e embrides FIV terdo taxas de prenhez semelhantes
(P/ET) no dia 30 de gestacdo, a perda subsequente sera maior em TNCS; 3) Embrides TNCS
sd80 menores em comparagdo com os de FIV, mas as receptoras apresentam maiores
concentragdes de PSPB circulante.

4.4 Material e Métodos

4.4.1 Animais e tratamentos

Receptoras nuliparas da raca Holandesa (n = 123) com média de 3,05 + 0,2 de escore de
condicdo corporal (ECC; escala de 1 a 5) e 17,6 = 2,9 meses de idade foram submetidas a um
protocolo de sincronizacdo da ovulacdo. Resumidamente, no Dia -8 todas as novilhas receberam
um dispositivo intravaginal contendo 1,38 g de P4 (CIDR, Zoetis, Florham Park, NJ) que foi
removido cinco dias depois (Dia -3) concomitante com administracdo i.m. de 500 pg de
cloprostenol (PGF; Estroplan, Parnell, Overland Park, KS). Além disso, as novilhas receberam
outra PGF 24 horas depois (Dia -2). Finalmente, no dia 0, 100 pg de acetato de gonadorelina
(GnRH; Gonabreed, Parnell, Overland Park, KS) foram administrados. Novilhas que
responderam ao protocolo de sincronizacdo e tiveram um CL de 13 mm no dia 5 foram
randomizadas para receber um embrido FIV (n = 59) ou TNCS (n = 64) no dia 7.
Adicionalmente, as novilhas foram randomizadas para receber 3.300 Ul de hCG (Chorulon,
Merck Animal Health, Summit, NJ) nos dias 5 e 12 (n = 65) ou ndo receber hCG (n = 58),
conforme mostrado na Figura 5. Portanto, foram obtidos quatro grupos experimentais: FIV sem
hCG (n =30), FIV com hCG (n = 29), TNCS sem hCG (n = 28) e TNCS com hCG (n = 36).

GNRH +hCG +hCG

100 pg 3.300 UI TE 3,300 UI

Protocolo de l i l |

Sincronizagdo ——e—=

*—

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 5. Protocolo de sincronizacdo da ovulacdo e tratamento com GnRH e hCG em
receptoras bovinas para transferéncia de embrides TNCS e FIV. GnRH = Hormonio Liberador
de Gonadotrofina; hCG = Gonadrotofina Cori6nica Humana; TE = Transferéncia de Embrides;
Ul = Unidades Internacionais; TNCS = transferéncia Nuclear de Celulas Somaticas; FIV =
Fertilizacdo in vitro.

4.4.2 Dosagem de P4 e PSPB

A coleta de sangue foi realizada por pungéo venosa (coccigena) em tubos de sangue com
vacuo (Vacuette, 9 mL; Greiner Bio-One North America Inc., Monroe, NC) para determinacao
das concentragdes circulantes de P4 e PSPB. As amostras de sangue foram centrifugadas a 2.000
X g por 15 min a 4°C e o soro transferido para frascos, congelado e armazenado a -20°C até o
momento do ensaio.
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Amostras de soro para determinagdo de P4 foram coletadas nos dias 5, 12, 19, 21, 28,
33, 42, 47, 54 e 63 e as concentracdes de P4 foram determinadas usando um kit de
radioimunoensaio em fase solida (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA). Os
coeficientes de variacao intra e interensaios médios para os ensaios P4 foram de 8,6% e 7,4%,
e a sensibilidade foi de 0,08 ng / mL.

Amostras de soro para determinacdo de PSPB foram coletadas nos dias 28, 33, 42, 47,
54 e 63 e as concentragdes de PSPB foram determinadas usando um ensaio ELISA quantitativo
disponivel comercialmente (Biopryn, BioTracking LLC, Moscou, ID), como descrito
porKLISCH et al., 2006e  CHAVATE-PALEMER et al., 2006. Os coeficientes de variagdo
intra e interensaios médios para os ensaios PSPB foram de 3,2% e 11,2%, e a sensibilidade foi
de 0,06 ng / mL.

4.4.3 Avaliacdes ultrassonogréaficas e mensuracdo do embrido e da vesicula amnidtica

As novilhas foram submetidas a exames ultrassonograficos nos dias 5, 7, 12, 19, 21, 28,
33, 42, 47, 54 e 63 realizados com transdutor linear de 7,5 MHz (M5, Mindray, Shenzhen,
China). As informacdes sobre o CL (lado e tamanho) foram registradas durante cada avaliacéo
ultrassonografica. O diagnostico inicial de prenhez foi realizado no dia 28 com base na detec¢édo
de batimento cardiaco embrionario por ultrassom e feito posteriormente nos dias 33, 42, 47, 54
e 63 de gestacdo. Durante cada diagnostico, cinco videos do embrido e da vesicula amnidtica
associada foram gravados para medigOes posteriores.

As analises dos videos gravados, do embrido e da vesicula amnidtica (diametro dos eixos
longitudinal e transversal), foram realizadas por dois pesquisadores experientes que
desconheciam os grupos (tratamentos). Separadamente, cada pesquisador escolheu dois dos
cinco videos gravados e fez medicbes do embrido e da vesicula amni6tica. Cada pesquisador
criou duas medidas diferentes dos eixos longitudinal e transversal do embrido e da vesicula
amnidtica para cada video selecionado. As medigdes foram feitas no software Kinovea versdo
0.8.15. O coeficiente de variacdo foi calculado para cada receptor (desvio padrdo entre
pesquisadores / média) e foram utilizados apenas dados com coeficiente de variagdo inferior a
10,0%. Os resultados que ndo atendiam a esse requisito foram analisados por um terceiro
pesquisador.

4.4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o Statistical Analysis System (SAS,
Versdo 9.4 para Windows SAS Institute Inc., Cary, NC). Variaveis discretas foram analisadas
por regressao logistica usando o procedimento de modelo linear generalizado misto
(GLIMMIX) do SAS e ajustadas a uma distribuicdo binaria (taxa de ovulacéo apos o dia 5 e dia
12, P/TE e perda de gestacao) ou distribuicdo exponencial (nimero de CLs nos dias 5, 12 e 19).
Além disso, a opcdo ddfm = kenwardroger foi incluida na declaragcdo do modelo para ajustar os
graus de liberdade das variancias. Varidveis continuas foram analisadas usando o procedimento
de modelo linear misto (MIXED). Todas as respostas variaveis (concentracdo circulante de P4
e PSPB do dia 5 até o dia 63) foram testadas quanto a normalidade dos residuos de acordo com
o0 teste de Shapiro-Wilk obtido pelo procedimento PROC UNIVARIATE do SAS. Quando a
ndo normalidade foi detectada, os dados foram transformados em log. Se a normalidade dos
residuos ainda ndo tivesse sido alcancada, a analise ndo paramétrica para dados transformados
classificados foi realizada com o procedimento RANK do SAS.

A selecdo do modelo que melhor se ajusta a cada resposta de variavel de interesse foi
realizada encontrando o modelo com o menor valor para o Akaike Information Criterion
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Corrected (AICC) usando o procedimento de eliminacdo reverso que removeu variaveis
independentes com P> 0,10 do modelo. Para todas as variaveis discretas e continuas, o
tratamento foi considerado como um efeito fixo e foi usado no modelo final para todas as
analises. As covariaveis testadas foram repeticao, ECC, qualidade/estagio do embrido e técnico
realizando a TE.

O teste post hoc de diferenca significativa de Tukey para compara¢fes multiplas foi
realizado quando as variaveis independentes tinham mais de dois niveis. As diferencas foram
consideradas significativas para P < 0,05, enquanto uma tendéncia foi designada quando P <
0,10 e P> 0,05. Os resultados estdo expressos como medias minimas quadradas + erro padréo
da média (LSM £ SEM), a menos que indicado de outra forma.

4.5 Resultados

O numero de corpos luteos e a concentracao de P4 circulante no dia 5 foram semelhantes
entre os tratamentos sem hCG e com hCG com media de 1,0 CL e 3,7 ng/mL, respectivamente
(Tabela 7). No entanto, a incidéncia de ovulacdo ap6s o dia 5 foi maior para novilhas tratadas
com hCG (96,9%; 63/65), produzindo aumento do nimero de CL no D12 (1,98 £ 0,12 CLs; n
= 65), bem como um aumento na concentracdo de P4 circulante no D12 (14,20 £ 0,94 ng/mL;
n = 65) em comparagdo com as novilhas ndo tratadas (0%; 0/58, 1,0 + 0,13 CL e 8,6 £+ 0,56
ng/mL; n = 58, respectivamente). Efeitos semelhantes foram observados apos o tratamento com
hCG no dia 12. Assim, considerando apenas novilhas gestantes (diagnosticadas pela primeira
vez no dia 28), no dia 19 as novilhas tratadas com hCG tiveram maior nimero de CLs no D19
(2,80 + 0,20 CL; n = 25) e concentragdes de P4 (20,75 + 1,27 ng/mL; n = 25) produzidas pela
ovulacdo ap6s hCG no D12 (83,1%; 54/65). O grupo sem hCG teve menor incidéncia de
ovulacédo (1,72%; 1/58), namero de CLs no dia 19 (1,0 + 0,24 CL; n = 18) e concentragdes de
P4 (10,13 £ 1,12 ng/mL; n = 18). Os perfis de concentracdes circulantes de P4 do dia 5 até o
dia 63 em novilhas prenhes que receberam ou ndo hCG estéo ilustrados na Figura 6.

Tabela 7. Avaliacdo ovariana de receptoras holandesas nuliparas tratadas ou ndo com
gonadotrofina coridnica humana (hCG) nos dias 5 e 12 apds a sincronizacdo da ovulacdo (Dia
-8: insercdo de um implante intravaginal de progesterona [P4] contendo 1,38 g; Dia -3: retirada
de o implante de P4 e administracdo de 500 pg de cloprostenol [PGF]; Dia -2: administracao
de um segundo PGF; Dia 0: 100 pg de acetato de gonadorelina [GnRH]).

Variaveis Sem hCG ComhcGg ~ vorde
, . 1.0+0.13 1.0+0.12
Numero de CLs dia 5, (n) (n = 58) (n = 65) 1.0
~ , . 0% 96.92%
Ovulagdo apés o dia 5, (n/n) (0/58) (63/65) <.0001
, . 1.0+0.13 1.98 £0.12
Numero de CLs dia 12, (n) (n = 58) (n = 65) 0.0002
~ g 1.72% 80.0%
Ovulagao apos dia 12, (n/n) (1/58) (52/65) <.0001
Numero de CLs dia 19 1.0£0.24 2.8+0.20 0.002
(Gestantes), (n) (n=18) (n=25) '

CL = corpo luteo.
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Figura 6. Concentracdes circulantes de progesterona (P4) e do PSPB do dia 5 até o dia 63 ap6s
a ovulacdo (Dia 0) em receptoras de embrides gestantes recebendo ou ndo 3.300 IU de
gonadotrofina coridnica humana (hCG) nos dias 5 e 12 do ciclo estral.

No geral, ndo houve diferenga nas taxas de prenhez (P/TE) no dia 28 ou dia 33 para
embrides FIV (37,3%) vs TNCS (31,6%) (Tabela 8). O grupo TNCS com hCG teve uma
tendéncia para maior P/TE em comparagdo com TNCS sem hCG (41,7%; n = 36 vs. 21,4%; n
= 28). Resultados semelhantes foram obtidos no dia 42 (TNCS sem hCG: 7,1%; SCNT com
hCG: 22,2%). No entanto, embrides FIV tiveram maior P/TE nos dias 42, 47, 54 e 63 (~ 26%)
em comparacao com embrides TNCS (~ 13%). As perdas de gestacdo foram maiores para TNCS
em comparagdo com embrides FIV (61,9%; 13/21 vs. 36,4%; 8/22) e o tratamento com hCG
ndo reduziu as perdas de gestacdo em embrides TNCS ou FIV (Figura 7). Além disso, o grupo
TNCS teve uma tendéncia para maior perda de gestagdo em comparacdo com embrides FIV
entre os dias 33 e 42.
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Tabela 8. Taxa de prenhez (P/TE) e perda gestacional de acordo com o tipo de embrido (FIV

vs. TNCS) em diferentes fases da gestagéo.

Taxa de . . . . . .
Prenhez (%) Dia 28 Dia 33 Dia 42 Dia 47 Dia 54 Dia 63
FIV 37.3 33.9 28.81 27.12 25.42 23.73
(22/59) (20/59) (17/59) (16/59) (15/59) (14/59)
TNCS 32.8 28.1 15.63 14.06 12.5 12.5
(21/64) (18/64) (10/64) (9/64) (8/64) (8/64)
Valor de P 0.60 0.49 0.08 0.08 0.07 0.1
Perda
Gestacional D28-33 D33-42 D42-47 D47-54 D54-63 D33-63
(%)
FIV 9.09 15.0 5.88 6.25 6.67 30.0
(2/22) (3/20) (1/17) (1/16) (1/15) (6/20)
TNCS 14.29 444 10.0 11.11 0.0 55.56
(3/21) (8/18) (1/10) (1/9) (0/8) (10/18)
Valor de P 0.60 0.06 0.69 0.68 0.98 0.12
FIV = Fertilizagdo in vitro; TNCS = Transferéncia nuclear de célula somatica.
100%
90%
80%
70% 66.7%
60%
50% B Com hCG
209, 40% Sem hCG
° 33.3%
30%
20%
10%
0%
FIV Clone

Figura 7. Perda gestacional entre os dias 28 e 63 de gestagcdo em receptoras (n = 41) tratadas
ou ndo com hCG (Gonadotrofina coridnica equina) e que receberam embrides clonados ou
fertilizados in vitro.
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Apesar das receptoras de embrides TNCS e FIV terem PSPB circulante semelhante no
dia 28, as receptoras de TNCS tiveram maior PSPB (Figura 6) do que embrides FIV do dia 33
(P =0,01) até o dia 63 (P = 0,03). De particular interesse, as receptoras de embriGes FIV que
mantiveram a gestacao tiveram maior PSPB no dia 28 (P = 0,006) e no dia 33 (P = 0,003)
quando comparadas aquelas que receberam embrifes FIV, mas que mais tarde tiveram perda de
gestacdo. Por outro lado, as receptoras de embrides TNCS que mais tarde tiveram perda de
gestacgéo tiveram maior PSPB (P = 0,01) no dia 33 do que as receptoras de embrides TNCS que
mantiveram a prenhez. Além disso, o tratamento com hCG néo alterou a P/TE em receptoras
de embriGes TNCS e FIV.

As andlises morfologicas foram realizadas no dia 33 para comparar os diametros
longitudinal e transversal, bem como o volume dos embrides e respectivas vesiculas amnidticas
(Tabela 9). N&o houve diferenca entre os embrides FIV (n = 20) e TNCS (n = 17) para o
diametro longitudinal (P = 0,68) ou transversal (P = 0,97) do embrido (acima de 12,06 e 6,20
mm, respectivamente) e para o volume embrionéario (P = 0,87) (~ 253,04 mm3). Além disso, as
vesiculas amnidticas foram semelhantes em didmetro longitudinal (P = 0,44) e transversal (P =
0,11) (acima de 13,90 e 8,94 mm, respectivamente) e em volume (~ 603,41 mm3; P = 0,22).
Além disso, o tratamento com hCG n&o alterou as medicGes embrionarias Longitudinal: 12,05
mm (P = 0,97), Transversal: 6,22 mm (P = 0,2)e Volume: 253,95 mm3 (P = 0,37) ou medicéo
da vesicula amnidtica Longitudinal: 13,89 mm (P = 0,30), Transversal: 8,99 mm (P = 0,13);
Volume: 610,73 mm3 (P = 0,23). As receptoras que mantiveram a gestacao até o dia 63 (n = 22)
foram comparadas aquelas que tiveram perda de gestacdo (n = 15). As medidas embrionéarias
foram semelhantes (longitudinal (P = 0,29); diametro transversal (P = 0,76; volume (P = 0,85))
(acimade 12,10 e 6,19 mm, e 253,40 mm3, respectivamente) assim como as medidas da vesicula
amnidtica também foram semelhantes em didametro longitudinal (P = 0,60) e transversal (P =
0,93) (acima de 13,93 e 8,97 mm, respectivamente), e em volume (~ 607,71 mm3; P = 0,94).

30



Tabela 9. Caracteristicas morfoldgicas do embrido e sua respectiva vesicula amniética no 33°
dia de gestacao de receptoras que receberam embrido fertilizado in vitro (FIV) ou produzido
por transferéncia nuclear (TNCS). Cada grupo de embrides (FIV vs. TNCS) foi dividido para
receber ou ndo 3.300 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG) nos dias 5 e 12 apdés a
ovulacéo.

Embrido Vesicula Amniotica
(%] (]
@ Long. Transv. VOI; @ Long. Transv. V0|'3
mm mm m mm
mm mm
Embri&o (n)
FIV (17) 11.96 + 6.20 + 250.52 + 13.73 + 9.30 + 649.22 +
0.03 0.02 20.81 0.04 0.03 49.26
12.16 + 6.19 + 255.56 + 14.07 + 8.58 + 557.59 +
TNCS (9) 0.04 0.02 22.57 0.04 0.03 53.43
P-valor 0.68 0.97 0.87 0.44 0.11 0.22
hCG (n)
N0 (10) 12.06 + 6.41 + 267.60 + 13.84 + 9.33 + 655.22 +
0.04 0.02 22.32 0.03 0.03 53.49
Sim (16) 12.04 + 6.02 + 240.29 + 1393 + 8.65 + 566.24 +
0.03 0.02 20.58 0.05 0.03 49.32
P-valor 0.97 0.20 0.37 0.30 0.13 0.23

Prenhez (n)
*Mantiveram 11.83 + 6.24 + 250.44 + 13.74 £ 9.0+ 604.61 +

(22) 0.03 0.02 19.84 0.04 0.03 48.01
*Perderam (4) 12.37 6.14 + 256.35 1411+ 894+ 610.80 +

0.04 0.02 24.02 0.04 0.04 58.15

P-valor 0.29 0.76 0.85 0.60 0.93 0.94

*As receptoras gestantes no dia 42 foram divididas em dois grupos: as que mantiveram a gestacao até o dia 63 e
aquelas que tiveram perda gestacional. Long. = Longitudinal; Transv. — Transversal; Vol. = Volume.

4.6 Discussao

O presente estudo fornece informagdes importantes sobre os principais topicos na
ciéncia da reproducdo, como a tecnologia de producéo in vitro de embrides (FIV e TNCS),
perda de prenhez e uma estratégia inovadora para aumentar as concentragdes circulantes de P4
usando dois tratamentos consecutivos de hCG. Basicamente, os embrides TNCS foram usados
como um modelo para estudar os resultados temporais e fisiologicos em relacdo as perdas de
gestacdo devido a alta taxa de perda que este tipo de embrido apresenta (~ 71% de 30 dias de
gestacdo até o nascimento) (PANARACE et al., 2006; SARTORI et al., 2016). Aléem disso, a
inducdo de CLs acessorios foi utilizada para aumentar a concentragdo de P4 circulante com o
objetivo de melhorar o desenvolvimento inicial do embrido e, consequentemente, reduzir as
perdas gestacionais (CARTER et al., 2008; FORDE et al., 2009; LONERGAN, 2011).
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A primeira hipétese deste estudo era que a administracdo de hCG aumentaria o0 nimero
de CLs acessorios, bem como aumentaria as concentracfes circulantes de P4 em receptoras
tratadas. Portanto, o dia escolhido para o primeiro tratamento com hCG foi o dia 5 apds a
ovulacdo anterior, pois era esperado a presenca de um foliculo dominante com
aproximadamente 13,0 mm emergido durante a primeira onda folicular com base em estudos
que descrevem o ciclo estral em novilhas Holandesas (GINTHER et al., 1989; SARTORI et al.,
2004). Alem disso, Nascimento et al. (2013) descreveram uma taxa de ovulagdo em torno de
80% apos o tratamento com hCG (2.000 Ul) no dia 5 do ciclo estral em vacas holandesas em
lactacdo, causando um aumento nas concentracdes circulantes de P4 e quase dobrando o nimero
de CLs no dia 12, respectivamente (Controle: 4,32 e 1,16; Tratado: 5,65 ng/mL e 2,26 CLs). Na
verdade, o presente estudo induziu ovulagdo em aproximadamente 97% das novilhas tratadas
no dia 5 e essa Gtima resposta pode ser explicada pela dose mais alta de hCG (3.300 Ul) que foi
administrada. Desta forma, o nimero de CLs e as concentracdes circulantes de P4 foram
maiores no dia 12 em comparacdo com o grupo controle, e assim, a primeira hipotese deste
experimento foi sustentada.

Curiosamente, a taxa de ovulacdo causada pelo segundo tratamento com hCG no dia 12
induziu cerca de 83% de ovulagdo, que foi menor em comparagdo com a taxa observada apds o
dia 5. Apesar da taxa de ovulacdo ainda ser aceitavel, acredita-se que duas razfes poderiam
explicar este resultado. A primeira é que algumas novilhas ndo tinham um foliculo dominante
no dia 12, este deve ter pelo menos 10,0 mm de didmetro para atingir a capacidade ovulatéria
no momento da administracdo do indutor de ovulacdo (SARTORI et al, 2001). Outra explicagédo
é que algumas das novilhas apresentaram regressao lutea do primeiro CL induzido no dia 5 e,
consequentemente, apenas um CL foi visivel no dia 19 do ciclo estral. Neste caso, a novilha
ovulou ap6s o dia 12, mas ndo foi possivel detectar dois CLs nos ovarios. No entanto, as
concentragdes circulantes de P4 quase dobraram até o dia 33 deste estudo.

Varios estudos relataram taxa de prenhez satisfatdria em receptoras de embrides TNCS
e quando esses resultados foram comparados a um embrido fertilizado in vitro (FIV), ndo
encontrando diferenca estatistica entre eles. Por exemplo, Sartori et al. (2016) indicam um P/TE
geral de 39,4% (337/856) em receptoras de embriGes TNCS. Além disso, outros relatos mostram
numeros semelhantes em receptoras de embribes TNCS (36,8% [1242/3374]) (PANARACE et
al., 2006). Para comparar as taxas de prenhez, estudos demonstram que a de embrides FIV esta
em torno de 41,8% (838/2003) (PEREIRA et al., 2016) e 42,9% (7204/16771) (SARTORI et
al., 2016). O presente estudo apresentou P/ET semelhante entre receptoras de TNCS e FIV no
primeiro (dia 28) e segundo diagndstico de gestacdo (dia 33). No entanto, parece que este
resultado foi semelhante entre os grupos porque receptoras de embrides TNCS tratadas com
hCG tiveram uma tendéncia a melhorar o P/TE comparado a receptoras de TNCS néo tratadas.
Curiosamente, esse efeito potencial ndo foi observado no grupo de FIV e mostra que 0 grupo
TNCS foi beneficiado pelo aumento nas concentrac@es circulantes de P4.

Foi relatado que a perda de prenhez em receptoras de embrido TNCS é extremamente
alta (acima de 71% [1125/1579] dos 30 dias de gestacdo até o nascimento) (PANARACE et al.,
2006; SARTORI et al., 2016). Além disso, alguns estudos indicam que o periodo principal de
perdas € entre 30 e 60 dias de gestacdo (PANARACE et al., 2006; GERGER et al., 2017).
Portanto, a fim de encontrar o periodo central mais importante da perda de gestacao, o presente
estudo realizou diagndsticos de gestacdo semanais. O grupo TNCS teve uma tendéncia a
apresentar maior perda além disso, o intervalo entre os dias 33 e 42 da gestagdo parece ser
critico para as receptoras de embrides TNCS para manter a prenhez.

A Ultima hipotese era que os embrides TNCS seriam menores em comparagdo com 0S
fertilizados in vitro, mas teriam concentragdes circulantes de PSPB mais altas. De fato, ha
estudos na literatura que mostram que receptoras de embrides TNCS apresentam maiores
concentragdes circulantes de PSPB (HEYMAN et al., 2002; CHAVATTE-PALMER et al.,

32



2006; CONSTANT et al., 2011). Como as células binucleadas séo responsaveis pela producdo
de PSPB, os maiores niveis observados em embrides TNCS poderiam ser explicados por uma
atividade exacerbada das células binucleadas, bem como pelo maior numero dessas células.
Outra possibilidade poderia ser uma meia vida mais longa do PSPB em receptoras de embrides
TNCS.

Finalmente, os embrides TNCS tinham o mesmo tamanho em comparag¢éo com 0 grupo
controle (embrides FIV). Apesar de alguns estudos relatarem que embrides TNCS s&o menores
do que embrides gerados por inseminacdo artificial ou embrides FIV, ha estudos mostrando que
embrides TNCS e FIV tinham o mesmo tamanho entre 30 e 60 dias de gestacao.

4.7 Conclusdes

Houve uma tendénco de melhora nas taxas de prenhes com o aumento da P4 circulante
em receptoras de embrides TNCS, conforme, embora sejam necessérias pesquisas adicionais
com maior numero de receptoras para melhor compreender estes achados. Além disso, embora
PSPB reduzido pareca ser um preditor de perda de prenhez em receptoras de embrides FIV, ,
maior PSPB circulante no dia 33 foi um preditor de perda de gestacdo subsequente em
receptoras de embrides clonados, um trofoblasto binucleado com excessivo numero de células
ou atividade pode ser o que precede a perda de gestacao de embrides TNCS.

5 CONCLUSOES GERAIS

As perdas gestacionais ocorrem por diferentes fatores em programas de selecdo e
reproducdo da bovinocultura leiteira, estas perdas também ocorrem em programas de
transferéncia de embribes que visam um melhoramento mais acelerado do rebanho. O presente
estudo permitiu as seguintes conclusdes:

A técnica de transferéncia de embrides realizada a partir de doadoras soropositivas para
N. caninum é segura do ponto de vista sanitario e pode ser utilizada em programas de controle
desta enfermidade, e o status sorolégico da doadora ndo tem efeito na taxa de prenhez, na perda
gestacional, resposta superovulatéria e no niumero de estruturas recuperadas, no entanto, pode
afetar a qualidade dos embrides produzidos, assim uma avaliacdo de custo beneficio deve ser
realizada antes da implantacdo em rebanhos comerciais.

O aumento da P4 circulante pode melhorar a fertilidade em receptoras de embrides
TNCS, conforme evidenciado pela tendéncia do tratamento com hCG para aumentar P/TE de
embrides TNCS no segundo experimento, embora sejam necessarias pesquisas adicionais com
maior nimero de receptoras. Além disso, embora o PSPB reduzido pareca ser um preditor de
perda de prenhez em receptoras de embribes FIV, como mostrado em outras situagoes
fisiolégicas, maior PSPB circulante no dia 33 foi um preditor de perda de gestacdo subsequente
em receptoras de embrides clonados, talvez indicando um trofoblasto binucleado com excessivo
numero de celulas ou atividade o que precede a perda de gestacdo de embrides TNCS.
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