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Resumo — O estabelecimento e a manutencéo da gestagdo em bovinos de leite e corte tem
grande impacto sobre a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos e sustentabilidade produtiva
e econOmica. A ocorréncia de perdas gestacionais, por sua vez, representa altos custos e
prejuizo financeiro, além de comprometer a produtividade das fazendas. Neste contexto,
as causas multifatoriais que levam a perdas embrionarias e fetais devem ser foco de
atencao e, assim, estudos tém demonstrado quais os principais fatores de risco envolvidos,
incluindo o uso de tecnologia de reprodugéo assistida (ART). No caso da producéo in vitro
de embrides, melhorias nos sistemas de cultivo podem ser promissoras para que sejam
produzidos embrides de melhor qualidade, que ndo apenas produzam uma prenhez, mas
que sejam capazes de levar a gestacao a termo, com o nascimento de bezerros saudaveis.
O fator estimulador de colénias 2 (CSF2) é uma citocina secretada pelo endométrio alguns
dias apos a ovulagéo em bovinos. Esta citocina pode ter papel importante na programacao
do desenvolvimento embrionario inicial, com reflexos na vida pés-natal da prole. O objetivo
deste estudo foi investigar se a suplementacdo com CSF2 do quinto dia ao sétimo dia de
cultivo embrionario, em meio com ou sem soro, afeta o desenvolvimento embrionario inicial,
a duragao da gestagao, e caracteristicas dos neonatos.

Termos para indexagao: programacao fetal, embrido in vitro, gestagao.

Addition of colony-stimulating factor 2 (CSF2) to embryo culture medium with or
without serum and the effects on embryonic development and neonatal features of
the progenie)

Abstract — Pregnancy establishment and maintenance in dairy and beef cattle have a great
impact on herd reproductive efficiency and sustainability of livestock systems. The occurrence
of pregnancy losses represents a high financial cost for farms. In this context, multifactorial
causes of pregnancy and fetal losses have been a reason for concern, particularly if assisted
reproductive technologies (ART) are used. In the case of in vitro embryo production,
improvements in culture conditions may be important to produce embryos of better quality
that will not only result in a pregnancy, but also in the birth of a viable calf. Colony-stimulating
factor 2 (CSF) is a maternally-derived cytokine produced by the endometrium a few days
after ovulation in cattle and is likely to play a role in programming early embryo development
and cause effects on fetal development with reflects on postnatal features of the resultant
calf. The objective of this study was to investigate whether supplementation with CSF2
during embryo culture, with or without serum, affect early embryonic development, gestation
length, and neonatal features of calves.

Index terms: fetal programming, in vitro embryo, pregnancy.
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Introducgao

O embriao pré-implantacéo é sensivel a estimulos vindos do microambiente no qual
se encontra e pode modificar a sua fungdo em resposta ao ambiente artificial de cultivo in
vitro. Eventos celulares e moleculares importantes para o desenvolvimento subsequente
acontecem neste periodo, entres eles a reprogramacgédo epigenética (desmetilagcao
e metilacdo de novo; Santos; Dean, 2004), diferenciagcdo da massa celular interna que
dara origem aos folhetos embrionarios e diferenciacdo dos tecidos extra-embrionarios
(placentacao). Esse conjunto de eventos, incluindo possiveis alteragdes, adaptagdes ao
microambiente, e modificacdes celulares e moleculares é chamado de programacao do
desenvolvimento embrionario e/ou fetal.

O uso da PIVE (Producgao in vitro de embrides) tem grande importancia para o Brasil, pais
que se destaca como o segundo maior produtor global de embrides in vitro (Viana, 2023), para
o melhoramento genético e para a multiplicagdo de animais superiores. Contudo, ha relatos
recorrentes de elevadas taxas de perdas embrionarias, desenvolvimento fetal anormal, e
alteracdes da placenta e anexos em humanos e animais (Wagtendonk-de Leeuw et al.,
1998; Wang et al., 2004; Farin et al., 2006). No caso especifico da PIVE, a maior incidéncia
de perdas embrionarias esta associada a ocorréncia de aneuploidia/mixoploidia (Viuff et
al., 1999), reprogramacao epigenética anormal (Chen et al., 2015), erros na diferenciagao
celular, alongamento do concepto, implantagdo e placentagao (Speckhart et al., 2023),
fungcéo placentaria anormal (Grazul-Bilska et al., 2010) e desenvolvimento fetal alterado
(Bertolini et al., 2002; Bloise et al., 2014).

Evidéncias indicam ainda que as consequéncias podem persistir até a vida adulta, o
que impacta também os programas de melhoramento genético, em fungédo das possiveis
alteragdes fenotipicas. Assim, o desenvolvimento de estratégias de mitigagdo dos efeitos
adversos da PIVE sobre o desenvolvimento fetal e perdas gestacionais, como avangos
nas técnicas de cultivo in vitro, podem contribuir para a maior eficiéncia da técnica. Neste
contexto, a adicdo de moléculas de origem materna aos meios de cultivo tem potencial de
mitigar anormalidades embrionarias e fetais (Denicol; Siqueira, 2023). O fator estimulador
de colbnias 2 (CSF2) é uma citocina secretada pelo endométrio alguns dias apés a ovulagao
em bovinos (Hansen et al., 2014). Esta citocina pode ter papel importante na programacao
do desenvolvimento embrionario inicial (Siqueira et al., 2017), com reflexos na vida pos-
natal da prole (Amaral et al., 2022). Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da adicdo de CSF2 ao meio de cultivo embrionario sobre o desenvolvimento inicial
e as caracteristicas pos-natais dos bezerros nascidos apds a transferéncia de embrides
PIVE.

O conteudo desse documento vai ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) contidos na Agenda 2030, proposta pela Organizagdo das Nacodes
Unidas, da qual o Brasil é signatario, contribuindo para o alcance do ODS 8 — “Empregos
dignos e crescimento econdmico: Promover o crescimento econdmico sustentado, inclusivo
e sustentavel, emprego pleno e produtivo, e trabalho decente para todos”.

Material e métodos

Embrides foram produzidos in vitro utilizando os procedimentos de rotina de um
laboratério comercial (Apoyar Biotech Ltda., Alta Floresta, MT). Complexos cumulus-oécitos
(CCO) coletados de ovarios de matadouro foram maturados in vitro por 22 horas a 24 horas
e fertilizados com sémen sexado de macho de um unico touro da raga Nelore de fertilidade
comprovada. O cultivo embrionario foi realizado em meio com ou sem soro fetal bovino
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(SFB), em atmosfera de 5% CO: e 5,5% O=. No quinto dia de cultivo, os zigotos foram
alocados aleatoriamente para serem tratados com veiculo (Controle) ou 10 ng/mL de CSF2
bovino recombinante (Kingfisher Biotech, Inc., Saint Paul, MN, USA), formando um arranjo
de tratamentos fatorial 2 x 2: Controle (0% SFB, veiculo); Controle-CSF2 (0% SFB, 10 ng/
mL CSF2); SFB (3% SFB, veiculo); e SFB-CSF2 (3% SFB, 10 ng/mL CSF2). Receptoras
(n= 132) foram sincronizadas utilizando protocolo de Transferéncia de embrido em tempo
fixo (TETF) baseado em progesterona e estradiol e, no sétimo dia do ciclo, as receptoras
aptas (presenga de CL > 2 cm?) receberam um embrido de um dos quatro tratamentos,
que foram distribuidos aleatoriamente entre as receptoras aptas no dia da transferéncia.
O diagnéstico de gestacéo foi realizado aos 26 dias apds a transferéncia do embrido
(dia 33 da gestagao) com base na presengca de um embrido com batimento cardiaco. O
comprimento do embrido (CRL) foi mensurado durante este exame. Ao nascimento, os
bezerros machos (n= 31) foram pesados e o didmetro do corddo umbilical foi medido, além
do calculo da duragéo da gestacao. A analise estatistica foi realizada utilizando o Proc GLM
do software SAS para avaliar os efeitos de tratamento sobre CRL, duragao da gestacao,
peso ao nascimento e diametro do cordao umbilical.

Resultados e discussao

As taxas de gestacdo aos 33 dias de prenhez n&o diferiram entre tratamentos (37,0%;
30,8%; 44,9%:; e 33,3% para Controle, Controle-CSF2, SFB, e SFB-CSF2, respectivamente;
P= 0,23). Nao foi observado efeito de tratamento sobre o CRL no dia 33 da gestagao
(1,09 £ 0,06; 1,08 + 0,06; 1,04 + 0,05; 1,08 + 0,06; para Controle, Controle-CSF2, SFB,
e SFB-CSF2, respectivamente; P=0,92), nem sobre duragdo da gestagao (298,2 + 2,7;
300,0 £ 2,3; 2974 + 1,8; 302,0 £ 2,2; para Controle, Controle-CSF2, SFB, e SFB-CSF2,
respectivamente; P= 0,43), peso ao nascer (45,5 +2,9; 41,1 +2,4; 40,7 £ 1,9; 45,9 + 2,3;
para Controle, Controle-CSF2, SFB, e SFB-CSF2, respectivamente; P= 0,25) ou diametro
do cordao umbilical (1,36 £0,2; 1,66 £0,2; 1,61 £0,1; 1,77 £ 0,2; para Controle, Controle-
CSF2, SFB, e SFB-CSF2, respectivamente; P= 0,54). Contrastes ortogonais entre os
tratamentos com SFB ou sem (SFB e SFB-CSF2 vs Controle e Controle-CSF2) e CSF2
ou ndo (Controle-CSF2 e SFB-CSF2 vs Controle e SFB) ndo detectaram efeito sobre as
variaveis estudadas. Foi observada uma tendéncia (P= 0,09) para maior peso ao nascer no
grupo SFB-CSF2 comparado ao SFB (45,8 + 2,3 vs 40,7 £ 1,9; respectivamente).

Os resultados corroboram parcialmente com aqueles obtidos em estudo anterior no qual
se demonstrou que os efeitos do CSF2 sobre bezerros nascidos dependem da presencga de
soro no meio de cultivo (Amaral et al., 2022). Contudo, nao foram observadas evidéncias de
que o CSF2 exerca efeitos importantes sobre a prenhez, como detalhado em meta-analise
recente (Hansen et al., 2024). Estudos futuros podem investigar a ocorréncia de perdas
embrionarias em prenhezes de embrides tratados com CSF2 cultivados em meio com ou
sem a presenga de soro.

Conclusoes

Conclui-se que a adicdo de CSF2 do dia 5 ao 7 do cultivo in vitro de embrides nao afeta
aspectos relacionados a prenhez e as caracteristicas neonatais de bezerros machos da
raca Nelore, exceto na presenga de soro no meio que leva a uma tendéncia de maior peso
ao nascimento em embrides tratados com CSF2.
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