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Introducio

Na reproducao de bovinos, além dos aspectos relacionados ao s€émen e técnicas de inseminagdo ou monta
natural, alteragdes na qualidade ovocitaria, ou no ambiente uterino e de ovidutos também podem afetar os
indices de fecundagdo e de desenvolvimento embrionario. Dentre os fatores que podem comprometer o
transporte de gametas, fecundacdo dos ovocitos, integridade ovocitaria, ou a viabilidade embrionaria e
fetal em bovinos, encontram-se fatores ambientais, genéticos, metabolicos, nutricionais ¢ infecciosos.
Esta revisdo procura descrever e discutir resultados de diversos estudos que avaliaram taxas de
fecundacdo e de morte embrionaria em bovinos com ovulagdo unica ou superovulados. Além disso,
apresenta dados de morte embrionaria em receptoras de embrides produzidos in vivo, in vitro e clonados
por transferéncia nuclelar (TN).

Taxas de fecundacdo em fémeas bovinas com ovulacio tnica (ndo superovuladas)

Durante a monta, o touro deposita bilhdes de espermatozdides na vagina da vaca. Entretanto, devido ao
fato da cérvix ser o maior obstaculo ao transporte espermatico, o nimero de espermatozodides que
alcangam o corpo uterino ndo ultrapassa 1% (Harper, 1982). Na IA, o sémen ¢ depositado diretamente no
utero, ultrapassando a cérvix e permitindo o uso de um numero reduzido de espermatozoides. Apods a
monta ou [A, o sémen é exposto a uma série de ambientes distintos que alteram significativamente o
numero e a fungdo espermatica. Muitos espermatozoéides sdo perdidos no trato genital feminino pelo
transporte retrogrado (Mullins e Saacke, 1989). Espermatozodides viaveis que sdo retidos no trato genital
feminino devem atravessar o utero, passar para o oviduto pela juncdo utero-tubarica, interagir com o
epitélio do oviduto e sofrer capacitagdo antes de poder fecundar o ovocito (Berger, 1996).

Na fémea bovina, ao inicio do estro, altas concentragdes de LH desencadeadas pelas elevadas
concentracdes circulantes de estradiol (E2) induzem o reinicio da meiose no ovocito (revisado por

Mermillod et al., 1999) e iniciam uma seqiiéncia de eventos que levam a ovulacdo. Quando o foliculo se
rompe, o ovocito rodeado por células do cumulus ¢ liberado na cavidade peritoneal e capturado pelas
células epiteliais ciliadas do infundibulo. O ovdcito é entdo transportado através da ampola para a jungdo
istmo-ampolar, onde ocorre a fecundagdo.

Diversos estudos t€m relatado que a taxa de fecundagdo apods IA de estruturas colhidas de oviduto ou
utero de vacas ndo superovuladas ¢ alta, independente de idade ou raga (Tabela 1). Estudos com novilhas
de corte ou leite observaram 82 a 100% de taxa de fecundagdo apos uma tnica IA. Taxas de fecundagéo
similares (75 a 100%) foram também relatadas em vacas de corte (Tabela 1). Resultados inferiores de
taxa de fecundag@o, entretanto, foram observados em algumas circunstancias especificas. Vacas com alta
produgdo leiteira sob condi¢des de estresse térmico apresentaram taxas de fecundacdo de apenas 55%
(Tabela 1). Vacas leiteiras repetidoras de servico (“repeat-breeders”) tiveram 62 e 72% de fecundacao,
como descrito por Almeida (1995) e O’Farrell et al. (1983), respectivamente. Em um experimento em
que vacas holandesas nao lactantes foram inseminadas somente no momento do inicio do estro, a taxa de
fecundacao foi ao redor de 67% (Tabela 1). Portanto, embora em geral as taxas de fecundagdo sdo
elevadas em bovinos, algumas condigdes especiais tais como estresse térmico, ou momento inadequado
da A, podem comprometer a fecundagao.

Apos a fecundagao, o zigoto passa por uma série de divisdes celulares (clivagem) e permanece no oviduto
até o dia 3 ou 4, quando entdo entra no utero. A porcentagem de ovécitos que ndo sdo capturados pelo
infundibulo ap6s a ovulagdo ou a porcentagem de embrides/6vulos que ndo sdo transportados ao utero
ap6s 3 a 4 dias do pico de LH, ndo ¢ conhecida, mas ¢ muito provavel que alguns embrides/6vulos sdo
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perdidos antes de alcangarem o utero. De fato, diversos estudos que lavaram o oviduto ou utero de
bovinos com o proposito de avaliar taxa de fecundag@o ou qualidade embrionaria entre os dias 3 ¢ 14 apds
IA em vacas ndo superovuladas (Breuel et al., 1993; Ryan et al., 1993; Almeida, 1995; Dunne et al.,
2000; Dalton et al., 2001a; Sartori et al., 2002b) ou superovuladas (Kelly et al., 1997; Sartori et al.,
2003b; 2004b) colheram abaixo de 85% de embrides e/ou 6vulos por corpo luteo (CL). Caso de fato nem
todos os ovulos alcangam o sitio de fecundagdo, é provavel que as taxas de fecundacdo relatadas na
literatura estejam superestimadas. Além disso, os estudos que avaliaram taxas de fecundag@o em bovinos
foram conduzidos sob condigdes experimentais controladas, que podem nao refletir completamente a
realidade nas fazendas.

Tabela 1. Taxa de fecundacdo em vacas e novilhas nao superovuladas.

Referéncia Animal Taxa de fecundacdo; %
(n/n)
Ahmad et al. (1995) Vacas de corte 95,0% (19/20)
Ahmad et al. (1995) Vacas de corte com foliculo persistente 100,0% (14/14)
Almeida (1995) Vacas de leite lactantes repetidoras de cio 62,4% (63/101)
Almeida (1995) Vacas de leite lactantes nao repetidoras de cio 74,5% (70/94)
Breuel et al. (1993) Vacas de corte pds parto 75,0% (30/40)
Cerri et al. (2004) Vacas de leite lactantes 80,2% (69/86)
Dalton et al. (2001a) Vacas de leite nao lactantes (IA no inicio do 66,7% (52/78)
cio)
Dalton et al. (2001a) Vacas de leite ndo lact. (IA 12 h ap6s inicio do  78,2% (61/78)

Dalton et al. (2001a)

Diskin e Sreenann (1980)
Dunne et al. (2000)
Hawk e Tanabe (1986)
Hawk e Tanabe (1986)
O’Farrell et al. (1983)
Roche et al. (1981)
Ryan et al. (1993)
Ryan et al. (1993)
Saacke et al. (1998)
Sartori et al. (2002b)
Sartori et al. (2002b)

cio)

Vacas de leite nao lact. (IA 24 h ap6s inicio do
cio)

Novilhas de corte

Novilhas de corte

Vacas em primeiro servi¢o

Vacas repetidoras de cio

Vacas de leite lactantes repetidoras de cio
Novilhas de corte

Vacas de leite lactantes (inverno)

Vacas de leite lactantes (verao)

Vacas

Vacas de leite ndo lactantes (inverno)
Vacas de leite lactantes (inverno)

82,1% (32/39)

91,2% (156/171)
89,2% (33/37)
97,6% (41/42)
88,5% (23/26)
72,0% (13/18)
82,2% (88/107)
85,9% (73/85)
84,9% (90/106)
83,8% (26/31)
89,5% (34/38)
87,8% (36/41)

Sartori et al. (2002b) Novilhas de leite (verdo) 100,0% (32/32)
Sartori et al. (2002b) Vacas de leite lactantes (verao) 55,3% (21/38)
Tanabe et al. (1994) Vacas de leite lactantes 87,0% (87/100)
Wiebold (1988) Vacas de leite lactantes 100,0% (25/25)
Média Todos 82,1% (1188/1447)

Taxas de fecundacio em fémeas bovinas superovuladas

Vacas e novilhas submetidas a tratamentos hormonais com o proposito de produzirem ovulagdes
multiplas, geralmente apresentam uma alta porcentagem de ovocitos ndo fecundados no lavado uterino
(Tabela 2). Entre os trabalhos citados na Tabela 2, as menores taxas de fecundacdo apos superovulagdo
foram observadas em vacas repetidoras de servico (Hawk e Tanabe, 1986), vacas inseminadas no inicio
do estro (Dalton et al., 2000), e novilhas inseminadas com espermatozoides sexados (Sartori et al.,
2004b). Em contraste, quando fémeas superovuladas foram inseminadas com sémen de alta qualidade e
no momento apropriado em relagdo ao estro (Dalton et al., 2000; Sartori et al., 2004b), as taxas de
fecundacdo relatadas foram superiores a 80%. Apesar disso, nos estudos que compararam diretamente
vacas ndo superovuladas as superovuladas (Elsden et al., 1976; Saacke et al., 1998 [Tabelas 1 e 2]), taxas
menores de fecundagdo ocorreram nas superovuladas. Como discutido por Kafi e McGowan (1997), a
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menor taxa de fecunda¢do em bovinos superovulados pode ser decorrente de distirbios no transporte de
espermatozoides e ovocitos, além da qualidade inferior dos ovdcitos. De fato, conforme citado por Hyttel
et al. (1991), tratamentos superovulatorios tém efeitos adversos na maturagdo ovocitaria ou das células da
granulosa, comprometendo ndo somente a fecundagdo mas também a viabilidade embrionaria.

Tabela 2. Taxa de fecundagdo em vacas e novilhas superovuladas.

Referéncia Animal Taxa de fecundacdo; %
(w/n)

Hawk e Tanabe (1986)  Vacas em primeiro servi¢o 73,8% (267/362)

Hawk e Tanabe (1986)  Vacas repetidoras de cio 43,0% (55/128)

Saacke et al. (1998) Vacas 64,5% (100/155)

Dalton et al. (2000) Vacas de leite ndo lactantes (IA no inicio do cio) 29,2% (57/195)

Dalton et al. (2000) Vacas de leite ndo lact. (IA 12 h ap6és inicio do  59,9% (124/207)
cio)

Dalton et al. (2000) Vacas de leite ndo lact. (IA 24 h apo6s inicio do  81,1% (103/127)
cio)

Sartori et al. (2003b) Novilhas de leite 67,8% (99/146)

Sartori et al. (2004b) Novilhas de leite 87,9% (124/141)

Sartori et al. (2004b) Novilhas de leite (IA com espermatozdide 56,0% (112/200)
sexado)

Média Todos 62,7% (1041/1661)

Taxas de fecundacdo em ovdcitos maturados e fecundados in vitro e taxa de ativacdo de ovdcitos
receptores apos a transferéncia nuclear

A fecundagdo in vitro (FIV) é uma das etapas da produgdo in vitro de embrides (PIV), que envolve a
manipulagdo dos gametas e a obtencdo de embrides em laboratorio. Para a PIV sdo utilizados ovocitos
imaturos recuperados de foliculos antrais de ovarios de animais vivos e/ou de ovarios obtidos logo apos o
abate dos animais. Quando os ovocitos sdo aspirados dos foliculos ovarianos (em geral de 2 a 6 mm de
diametro) para serem utilizados na PIV, eles ainda sdo imaturos e necessitam sofrer o processo de
maturagao in vitro. Essa ¢ realizada cultivando os ovdcitos, logo apos a aspiracdo folicular, em meio de
maturacdo com temperatura ¢ atmosfera apropriadas, por um periodo de 22 a 24 horas. A maturagdo
envolve mudangas nucleares e citoplasmatica que devem ocorrer simultaneamente e que conferem aos
ovocitos a capacidade de serem fecundados e terem desenvolvimento embrionario normal (Dode, 2006).
Apds a maturagdo, os ovocitos sdo transferidos para gota de fecundagdo e o sémen, previamente
preparado, ¢ adicionado na gota em uma concentragdo final de 1 a 2 milhdes de espermatozoides/mL de
meio (Parrish et al., 1985; Gordon, 2003). Ovoécitos maduros e espermatozoides sdo incubados por um
periodo de 12 a 18 horas (Dode et al., 2002). Apds a co-incubagdo as estruturas sdo transferidas para o
meio de cultivo embrionario onde permanecem por um periodo de sete dias, quando entdo, sdo
transferidas para as receptoras, de forma semelhante ao realizado com os embrides produzidos in vivo.

Apos a penetragdo no ovdcito, o espermatozoide inicia uma série de eventos envolvendo os componentes
nucleares e citoplasmaticos de ambos os gametas. Ocorre a descondensagao da cabeca, a formacao do
envelope nuclear e do pro-nticleo masculino. Concomitantemente, o ovocito retoma a meiose, expulsa o
segundo corpusculo polar e forma o pré-nucleo feminino. Apés a formacdo dos pro-nucleos, esses se
aproximam e ocorre a singamia e a formag@o do novo individuo com inicio das divisdes meidticas.

A taxa de fecundagdo apos a FIV pode ser avaliada pela presenga do espermatozdide no citoplasma do
ovocito, pela descondensacdo da cabega, pela formagdo dos pro-nicleos e pela taxa de clivagem. Em
bovinos devido a presenga de vesiculas de lipideos e outros pigmentos, a presenca do espermatozoide no
citoplasma e a formag¢do dos pré-ntcleos nao sdo visiveis, a ndo ser que outras técnicas como coloracao
e/ou centrifugacdo e avaliagdo em microscopia de contraste de fase ou interferéncia sejam empregadas
(Gordon, 2003). Portanto, o pardmetro mais utilizado para avaliar a fecundagdo ¢ a taxa de clivagem. A
taxa de fecundacao avaliada pela formacdo dos pro-nticleos as 18 horas apos a inseminagao ¢, em geral,
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acima de 70% (Alomar et al., 2006; Alomar et al., 2007). Resultados semelhantes foram relatados quando
a taxa de fecundacdo (> 70%) foi avaliada pela taxa de clivagem (Bousquet et al., 1999; Dode et al., 2002;
Palma e Sinowatz, 2004; Pereira et al., 2005; Cesari et al., 2006; Corréa et al., 2008). Apesar da maioria
dos ovdcitos obtidos por aspiracdo folicular terem capacidade de clivar (Sirard et al., 2005), essa taxa
pode variar significativamente, pois além dos fatores que normalmente afetam a fecundagdo in vivo,
outros como a qualidade do ovdcito, preparagdo do sémen e condigdes de cultivo podem também
influenciar. Entretanto, o fator de maior impacto na taxa de clivagem e/ou fecundagao ¢ o touro utilizado,
sendo a grande variabilidade na fertilidade in vitro de touros um dos problemas na utilizagdo comercial da
PIV. Essa variagdo tem sido demonstrada em diversos estudos, em que a taxa de clivagem variou de 26%
a 94% quando diferentes touros foram utilizados na FIV (Kochher et al., 2003; Palma e Sinowatz 2004;
Alomar et al., 2006; Alomar et al., 2007).

Na clonagem por TN, ovdcitos maturados in vitro sdo enucleados para remogdo do material genético e,
entdo utilizados como citoplasmas receptores. A seguir, € realizada a reconstru¢ao do embrido, utilizando
como fonte doadora de nticleo células embrionarias (Heyman et al., 1994), células fetais (Hill et al., 2000)
ou de animais adultos (Iguma et al., 2005). A célula doadora de nucleo, que ¢é introduzida no espago
perivitelinico, deve fusionar com o citoplasma receptor, o que ¢ realizado pela aplicacdo de pulsos
elétricos. Finalmente, a ativagdo do citoplasma pode ser induzida por métodos fisicos ou quimicos. Esse
passo ¢ também fundamental para o sucesso da TN, pois simula a agdo do espermatozoide. As estruturas
entdo, sdo transferidas para o cultivo embrionario onde permanecem por sete dias, semelhante aos
embrides PIV.

Portanto, no caso da TN a taxa de clivagem também pode ser utilizada para avaliar o sucesso da fusdo e
ativagdo. Em bovinos a taxa de clivagem apds a TN pode ser influenciada por varios fatores tais como
qualidade do ovdcito, tipo de célula doadora de ntcleo e método utilizado para a ativagdo. Entretanto, os
resultados relatados na literatura ndo sdo inferiores aos obtidos na PIV, variando de 60 a 80% (Iguma et
al., 2005; Hussein et al., 2007; Moura et al., 2007).

Desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria

Diversos estagios do desenvolvimento embrionario inicial sdo importantes para o desenvolvimento e
sobrevivéncia do embrido. O embrido move-se do oviduto para o utero no estagio de 8 a 16 células
(Grealy et al., 1996). Com 5 a 6 dias de idade o embrido atinge o estagio de 16 a 32 células e estas
c¢lulas comegam a se juntar para se formar uma esfera compacta denominada moérula. A compactagio
celular e as jungdes intercelulares representam o primeiro estagio critico em que o embrido comeca a
atuar como um organismo individual. Nos dias 7 ou 8 uma cavidade se forma e as células do blastocisto
inicial diferenciam-se em massa celular interna, destinada a formar o feto, e trofoblasto, destinado a
formar a placenta (revisado por Sreenan et al., 2001). Entre os dias 9 e 10, o blastocisto expandido eclode
da zona pelucida e continua a se expandir antes de comecar a alongar por volta do dia 13. O alongamento
ocorre ao redor do momento do reconhecimento materno da gestacdo e ¢ acompanhado por um aumento
na atividade metabdlica e secrecdo de interferon t (revisado por Mann et al., 1999; Thatcher et al., 2001).
A fixagdo do embrido ao endométrio comega aproximadamente no dia 19. A implantagdo embrionaria
estd completa no dia 42. A sobrevivéncia do embrido e estabelecimento da gestacdo envolvem
comunicacdo ativa e passiva entre o embrido e o utero. A manutengdo do CL, como resultado dos sinais
embrionarios para a mae, garante a produgdo continuada de progesterona (P4), a qual é necessaria para
preparar o endométrio para implantagdo e nutri¢do embrionaria. A presenga do embrido por volta do dia
16 do ciclo inibe a sintese e liberagdo de PGF2y do endométrio (revisado por Geisert et al., 1994; Mann
et al.,, 1999; Thatcher et al., 2001; Okuda et al., 2002), prevenindo assim a lute6lise e o conseqiiente
declinio na produgdo de P4.

Embora falha na fecundacdo apds inseminagdo ndo parega ser um grande problema para o
estabelecimento da gestacdo em bovinos, mortalidade embrionaria € considerada a principal causa
responsavel pelo aumento no intervalo de partos nos bovinos. A maioria das perdas embrionarias ocorre
durante o periodo embrionario da gestacao (< 45 d) tanto em bovinos de corte quanto de leite (Thatcher et
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al., 1994; Vanroose et al., 2000; Sreenan et al., 2001) e, de acordo com Wathes (1992), a maioria das
mortes embrionarias ocorre nos primeiros dias apés fecundagio e durante o processo de implantagao.

As condutas utilizadas para avaliar mortalidade embrionaria precoce em bovinos tém sido abater animais
em intervalos especificos ap6s a inseminacdo e colher embrides/6vulos do oviduto ou utero, e mais
recentemente, colher embrides in vivo do Utero utilizando-se lavados uterinos. Diversos estudos sobre
perda embrionaria inicial foram realizados ha mais de 20 anos (Boyd et al., 1969; Ayalon et al., 1978;
Diskin e Sreenan, 1980; Roche et al., 1981; Maurer ¢ Chenault, 1983). Estudos que avaliaram vacas de
corte com alta incidéncia de infertilidade (“repeat-breeders”), observaram em torno de 30% de perda
embrionaria até o dia 7 apos o estro (Ayalon et al., 1978; Maurer ¢ Chenault, 1983). Por outro lado,
estudos com novilhas de corte de fertilidade elevada, descreveram altas taxas de sobrevivéncia
embrionaria até o dia 8. A maioria das mortes embrionarias nesses estudos ocorreu entre o dia 8 e 18
apos TA (Diskin e Sreenan, 1980; Roche et al., 1981). Em um estudo mais recente, Dunne et al. (2000)
ndo observaram diferencas na sobrevivéncia embriondria nos dias 14, 30 ou ao parto em novilhas de
corte. Os autores sugeriram que a maioria das perdas embrionarias nas novilhas havia ocorrido antes do
dia 14. A Tabela 3 resume resultados de diversos estudos sobre desenvolvimento e sobrevivéncia
embrionaria inicial em bovinos de corte, novilhas de leite e vacas de leite ndo lactantes. Em geral, com
excecdo de vacas que ovularam foliculos persistentes, a porcentagem de embrides vidveis colhidos entre
os dias 3 e 16 foi elevada na maioria dos estudos (78% de média).

Tabela 3. Porcentagem de embrides vidveis colhidos de bovinos nao superovulados (exceto vacas
leiteiras lactantes).

Referéncia Animal Dias apdés Embrides vidveis; %
1A (n/n)

Ahmad et al. (1995) Vacas de corte 6 73,7% (14/19)

Ahmad et al. (1995) Vacas de corte com foliculo 6 14,3% (2/14)
persistente

Diskin e  Sreenann Novilhas de corte 40u8 95,3% (61/64)

(1980)

Diskin e  Sreenann Novilhas de corte 12 56,0% (9/16)

(1980)

Diskin e  Sreenann Novilhas de corte 16 65,7% (23/35)

(1980)

Dunne et al. (2000) Novilhas de corte 14 86,5% (32/37)

Roche et al. (1981) Novilhas de corte 3oul 82,2% (88/107)

Sartori et al. (2002b) Vacas de leite ndo lactantes 6 82,3% (28/34)
(inverno)

Sartori et al. (2002b) Novilhas de leite (verdo) 6 71,9% (23/32)

Média Todos 3alé6 78.2% (280/358)

Contrastando com o elevado nimero de embrides viaveis observado em bovinos de corte, e fémeas de
leite ndo lactantes, estudos que avaliaram o desenvolvimento embrionario inicial em vacas de leite
lactantes, demonstraram indices muito mais baixos de sobrevivéncia embrionaria entre os dias 3 e 14,
especialmente em vacas com alta produgdo leiteira (Tabela 4). Um estudo mais antigo (Boyd et al., 1969)
relatou 70% de sobrevivéncia embrionéria até o dia 26 da gestacdo. Entretanto, estudos mais recentes que
colheram embrides do utero de vacas com alta producéo de leite ndo superovuladas (Wiebold, 1988; Ryan
et al., 1993; Sartori et al., 2002b; Cerri et al., 2004) demonstraram uma incidéncia muito mais elevada de
mortalidade embrionaria precoce. Wiebold (1988) coletou 25 embrides de 23 vacas lactantes no dia 7 e
notou que todas as estruturas estavam fertilizadas (Tabela 1), sendo que 12 eram embrides normais ¢ 13
anormais. Dos 13 anormais, pelo menos 9 eram degenerados e possuiam < 8 células. Ryan et al. (1993)
colheram embrides nas estagdes quente e fria do ano na Ardbia Saudita e observaram uma porcentagem
baixa de embrides viaveis nos dias 6 ou 7 (59% durante o verdo ¢ 52% durante o inverno). Vacas com
embrides colhidos nos dias 13 ou 14 durante o inverno demonstraram porcentagens similares de embrides
viaveis em relacdo aos dias 6 ou 7 (60%). Entretanto, vacas com embrides colhidos nos dias 13 ou 14
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durante o verdo tiveram uma porcentagem ainda menor de embrides vidveis (27%). Nos experimentos
relatados por Sartori et al. (2002b), entre os embrides colhidos no dia 6 apos IA de vacas holandesas com
alta produgdo leiteira ndo superovuladas, 67% nao estavam viaveis no experimento durante o verdo e 52%
nao eram viaveis no experimento do inverno (Tabela 4). No mesmo estudo, novilhas holandesas geraram
72% de embrides viaveis no verdo e vacas holandesas ndo lactantes geraram 82% de embrides vidveis no
inverno (Tabela 3). Um outro estudo (Cerri et al., 2004) que avaliou os efeitos de dietas com fontes de
gordura com diferentes perfis de acidos graxos na taxa de fecundacdo e qualidade embrionaria em vacas
lactantes sincronizadas com o protocolo Ovsynch (Pursley et al., 1995), relatou que 26 a 48% dos
embrides colhidos no dia 5 apés IA eram de qualidade pobre ou degenerados. Quando os dados
apresentados na Tabela 4 foram agrupados, apenas 51% dos embrides colhidos de vacas lactantes entre os
dias 3 e 14 eram vidveis. Portanto, em vacas com alta producdo leiteira, a maioria dos embrides pode
estar com sua viabilidade comprometida antes do dia 13 da gestacdo. Além disso, a maior parte desses
embrides parece ja estar comprometida antes do dia 7 em vacas com alta producdo leiteira ndo
superovuladas.

Tabela 4. Porcentagem de embrides viaveis colhidos de vacas leiteiras lactantes ndo superovuladas .

Referéncia Animal Dias apds Embrides viaveis; % (n/n)
1A
Cerri et al. (2004) Vacas de leite lactantes 5 62,3% (43/69)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (inverno) 6 ou’ 51,6% (16/31)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (verdo) 6ou’ 58,5% (24/41)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (inverno) 13 0u 14 59,5% (25/42)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (verdo) 13 ou 14 27,1% (13/48)
Sartori et al. (2002b) Vacas de leite lactantes (inverno) 6 52,8% (19/36)
Sartori et al. (2002b) Vacas de leite lactantes (verdo) 6 33,3% (7/21)
Wiebold (1988) Vacas de leite lactantes 7 48,0% (12/25)
Média Todos 3al4 50,8% (159/313)

Estudos que avaliaram mortalidade embrionaria em bovinos entre os dias 25-28 ¢ 42 com auxilio de ultra-
sonografia transretal e mortalidade fetal precoce entre os dias 42 e 60-70 observaram resultados muito
distintos, que em geral estavam associados a raga, idade, lactacdo, ou procedéncia dos embrides (Tabela
5). Quando mortalidade embrionaria tardia foi comparada a mortalidade fetal precoce, a maioria das
perdas ocorreu antes do estagio fetal (Beal et al., 1992; Vasconcelos et al., 1997; Tabela 5). Os poucos
estudos que avaliaram mortalidade embrionaria tardia/fetal precoce em bovinos de corte, ou novilhas de
leite descreveram incidéncias baixas (< 10%) de perda (Tabela 5), com excegdo de novilhas e vacas de
corte receptoras de embrides produzidos in vitro (Reis et al., 2004). Contrastando com a baixa perda
embriondaria/fetal em bovinos de corte e novilhas de leite, trabalhos recentes em vacas de leite lactantes
tém demonstrado uma incidéncia mais elevada de mortalidade embrionaria tardia/fetal precoce. Valores
entre 15 e 30% de mortalidade foram os mais comumente observados na maioria dos estudos (Tabela 5),
mesmo quando embrides congelados produzidos em novilhas superovuladas e de esperada fertilidade alta
foram transferidos em vacas lactantes (Sartori et al., 2003a). Apoés exaustiva pesquisa na literatura,
encontramos apenas um estudo recente em vacas leiteiras lactantes que descreveu baixas taxas de
mortalidade entre os dias 28 e 42 de gestacdo (Silke et al., 2002; Tabela 5). Uma peculiaridade desse
estudo, entretanto, foi que as vacas eram manejadas a pasto, diferentemente dos demais estudos descritos
na Tabela 5. Esses resultados conflitantes sugerem que niveis de producdo de leite, e especialmente
fatores nutricionais ¢ de manejo (conforto animal) possam estar influenciando direta ou indiretamente na
sobrevivéncia embrionaria/fetal em bovinos.

Nos embrides produzidos in vitro, seja a partir de ovocitos maturados e fecundados in vitro e/ou por TN,
o desenvolvimento ocorre em ambiente artificial fora do organismo materno. Portanto, além dos fatores ja
mencionados, a sobrevivéncia desses embrides também esta influenciada por condigdes ambientais
durante o cultivo. O zigoto recém formado depende de transcritos e proteinas estocados no ovdcito até o
estagio de 8 a 16 células, quando ocorre a transicdo materno-zigotica (TMZ) e o genoma do embrido ¢
ativado. Muitos embrides PIV ndo chegam ao estagio de blastocisto e sdo bloqueados nesse periodo,
sugerindo que a falha em ativar o genoma do embrido se deve, na maioria das vezes, a incompeténcia dos
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ovocitos utilizados. Entretanto, outros fatores tais como a composi¢do do meio e atmosfera gasosa
também afetam a capacidade de desenvolvimento in vitro dos embrides. Atualmente, com sistemas de
cultivo estabelecidos existe um limite consistente de producdo de blastocisto de 30 a 50% (Hasler et al.,
2000; Farin et al., 2001; Pereira et al., 2005; Corréa et al., 2008). Apesar dos inimeros problemas
decorrentes da TN no desenvolvimento embrionario pés-eclosdo, as taxas de producao de blastocisto de
embrides clones sdo semelhantes (Kato et al., 2000; [guma et al., 2005; Moura et al., 2007) as observadas
em embrides PIV.

A mortalidade embrionaria precoce, como mencionado acima, ¢ uma causa reconhecida de falha
reprodutiva em bovinos provocando grandes perdas econdmicas. Essa, pode resultar de um defeito
intrinseco do embrido, de um ambiente materno inadequado, da assincronia entre o embrido e o Utero ou
da falha da mae em responder apropriadamente aos sinais do embrido (Hansen, 2002). Com o advento das
novas biotecnologias essas falhas se tornaram mais evidentes, principalmente devido a defeitos
intrinsecos do embrido, sendo que quanto maior o grau de artificios da técnica utilizada maiores sdo as
perdas embrionarias.

Existem varios relatos na literatura de taxa de prenhez de embrides bovinos produzidos em diferentes
sistemas de cultivo, com médias variando de 30 a 50% (Hasler et al., 2000; van Wagtendonk et al., 2000;
Farin et al., 2001; Lane et al., 2003; Schmidt, 2007), que sdo mais baixas do que as taxas obtidas com
embrides produzidos in vivo. Semelhante ao que ocorre nos in vivo, a perda dos embrides in vitro € mais
alta nos primeiros 21 dias de gestacdo, sendo que a maioria ocorre nos dias 14 e 15 ou uma semana apds a
transferéncia (Farin et al., 1995; McMillan et al., 1997). Farin e colaboradores (2001) relataram que no
dia 17 da gestagdo 19% dos embrides produzidos in vitro estavam degenerados, sugerindo que os
embrides PIV podem ser deficientes em iniciar os mecanismos essenciais para o reconhecimento materno
da prenhez. As perdas em estdgios mais tardios da gestacdo (dia 42 a 280), sdo menores do que no
periodo inicial, mas ainda sdo mais altas do que as observadas para embrides in vivo, podendo variar de
7% a 13% (Hasler et al., 2000; van Wagtendonk et al., 2000).

Entretanto, quando embrides clones sdo transferidos, as perdas sdo significativamente superiores. Cerca
de 60% ou mais das prenhezes sdo perdidas no primeiro trimestre da gestagdo (Heyman et al., 2002). O
que ¢ seguido por uma menor, mas constante perda na prenhez até o oitavo més de gestacao (Schmidt,
2007). Essas observagdes foram confirmadas em estudo recente que mostrou resultados de cinco anos de
produgdo comercial de clones em trés paises distintos avaliando um total de 3374 embrides transferidos.
Nesse estudo, a taxa média de prenhez aos 30 dias foi de 37%, aos 60 dias de 22%, aos 90 dias de 17% e
somente 11% chegaram a termo (Panarace et al., 2007). A hipotese mais aceita para explicar esses
resultados é que o desenvolvimento anormal do trofoblasto levando a placentagdo anormal, é a maior
causa de mortalidade no primeiro trimestre da gestacao (Hill et al., 2000; De Sousa et al., 2001; Arnold et
al., 2006; Yang et al., 2007). Além disso, alteragdes na reprogramacao do nucleo doador podem afetar o
desenvolvimento da placenta e do feto causando problemas como hidropsia e sindrome do bezerro
grande.
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Tabela 5. Mortalidade embrionaria tardia/fetal precoce em bovinos.

Referéncia Animal Dias de Perda embr./fetal; %
gestacdo (n/n)

Beal et al. (1992) Vacas de corte 25a45 6,5% (9/138)

Beal et al. (1992) Vacas de corte 45 a 65 1,6% (2/129)

Chebel et al. (2003) Vacas holandesas lactantes (IA) 28 a 42 19,5% (38/195)

Fricke et al. (2003) Vacas holandesas lactantes (IA) 26-33 a 68 23,4% (67/286)

Lamb et al. (1997) Novilhas de corte 30-35 a 60-75 4,0% (17/420)

Panarace et al. (2007)  Novilhas/vacas de corte (TE — 30a60 40,5% (506/1248)
Embr. prod. por TN)

Reis et al. (2004) Novilhas/vacas de corte (TE — 30a60 15,5% (37/238)
Embr. prod. in vitro)

Rivera et al. (Com. Novilhas de leite (IA) 30 a 65-75 9,3% (19/205)

pes.)

Rodrigues (1995) Novilhas de corte (TE — Embr. 28-32 a55-65 5,5% (32/582)

prod. in vivo)
Sartori et al. (2003a) Vacas holandesas lactantes (IA) 25-32 a 60-66 18,6% (13/70)
Sartori et al. (2003a) Vacas holandesas lactantes (TE — 25-32 a 60-66 26,2% (22/84)
Embr. prod. in vivo)

Silke et al. (2002) Novilhas de leite (IA) 28 a42 1,5% (2/131)

Silke et al. (2002) Novilhas de leite (IA) 42 a 56 2,3% (3/129)

Silke et al. (2002) Vacas de leite lactantes a pasto 28 a42 3,2% (23/705)
(IA)

Silke et al. (2002) Vacas de leite lactantes a pasto 42 a 56 2,0% (~14/682)
(IA)

Stevenson et al. (2003) Vacas de corte lactantes (IA) 29-33 a 54-61 10,8% (24/223)

Vasconcelos et al. Vacas holandesas lactantes (IA) 28a42 10,9% (56/512)

(1997)

Vasconcelos et al. Vacas holandesas lactantes (IA) 42 a 56 6,4% (29/456)

(1997)

Zanenga e Pedroso Novilhas/vacas de corte (TE — 23-30a53-60 4,4% (10/229)
(1995) Embr. prod. in vivo)

Discussao

Como mencionado anteriormente, ha diversos fatores que podem estar envolvidos com a falha na
fecundacdo ou mortalidade embrionaria/fetal em bovinos. Problemas de fecundacdo ou abortamentos
podem ser causados por doengas infecciosas (Bearden e Fuquay, 2000; Vanroose et al., 2000), ou
infecgdes localizadas e restritas a orgdos especificos tais como utero (Nakao et al., 1992; Loeffler et al.,
1999a,b; Grohn e Rajala-Schultz; 2000), ou glandula mamaria (Moore et al., 1991; Loeffler et al.,
1999a,b; Schrick et al., 2001; Santos et al., 2004). Causas ndo infecciosas, entretanto, provavelmente
contribuem para a maioria das perdas (Christianson, 1992; Thatcher et al., 1994; Labérnia et al., 1996;
Vanroose et al., 2000). Algumas dessas causas sdo anormalidades cromossomicas, fatores externos (por
exemplo, estresse, produtos toxicos, teratogénicos ou abortivos, e nutricdo) e fatores maternos (por
exemplo, desbalancos hormonais, lactacdo e idade). Aspectos técnicos ou relacionados a anatomia e
fisiologia que estdo associados a fertilidade reduzida em bovinos também foram estudados e incluem:
ambiente tubarico e/ou uterino inapropriados (Wiebold, 1988; Binelli et al., 1999), fertilidade ovocitaria
reduzida devido a anormalidades foliculares (Eicker et al., 1996; Emanuelson e Oltenacu, 1998), técnica
de IA inapropriada em relagdo ao momento do estro (Senger et al., 1988; Lopez-Gatius, 2000; Dalton et
al., 2001a,b), e problemas espermaticos ou de fecundagdo (Lopez-Gatius, 2000; Dalton et al., 2001a,b;
Lopez-Gatius et al., 2002).

A maior incidéncia de mortalidade embrionaria/fetal, e conseqiientemente, baixa fertilidade em vacas de
alta producdo leiteira quando comparadas as demais fémeas bovinas, tem estimulado pesquisadores a
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investigar com maiores detalhes os aspectos fisioldgicos que possam estar associados a subfertilidade
neste grupo distinto de animais. Raga ndo parece ser o fator mais relevante associado a baixa fertilidade
de bovinos leiteiros, porque estudos sobre associagdes genéticas com fertilidade tém demonstrado que a
hereditariedade para caracteres de fertilidade ¢ baixa (Weller e Ezra, 1997; Dematawewa e Berger, 1998).
Além disso, a continuada fertilidade elevada em novilhas de leite sugere que qualquer componente
genético relacionado a fertilidade reduzida nas vacas lactantes teria interagdes com lactagdo, manejo, ou
idade. Diversos estudos avaliaram possiveis causas nutricionais da baixa fertilidade em gado leiteiro,
incluindo: balanco energético negativo evidenciado pela perda de escore de condigdao corporal (Nebel e
McGilliard, 1993; Ruegg ¢ Milton, 1995; Domecq et al., 1997; Loeffler et al., 1999a,b; Moreira et al.,
2000; Butler, 2001; Lopez-Gatius et al., 2002), efeitos detrimentais de niveis elevados de energia na dieta
(Dunne et al., 1999), efeitos toxicos da uréia e nitrogénio (Ferguson e Chalupa, 1989; Butler, 1998;
Sinclair et al., 2000; Dawuda et al., 2002), e deficiéncias de vitamina e/ou minerais (Ingraham et al.,
1987; Arechiga et al., 1994; 1998). Alguns peptideos, tais como a leptina e fatores de crescimento (IGF-1
e IGF-2), cujas concentragdes variam na circulagdo em funcdo do estado metabolico do animal,
especialmente durante o periodo pds parto em vacas leiteiras, aparentemente estdo envolvidos na
mediagdo dos efeitos da nutricdo na funcdo reprodutiva (O’Callaghan e Boland, 1999; Boland et al.,
2001; Lucy, 2001).

Vacas leiteiras em lactagdo tém capacidade reduzida de responder a aumentos de temperatura ambiente
ou outras formas de estresse (Lucy et al., 1986; Sartori et al., 2002b). Estresse térmico reduz a eficiéncia
reprodutiva, particularmente em vacas lactantes, através da reducdo da expressdo/deteccao de estro e pela
diminuicdo nas taxas de concepcdo (Stevenson et al., 1984; Ryan et al., 1993). O efeito do estresse
térmico na fertilidade parece estar associado a quedas na taxas de fecundagdo e elevagdo na perda
embrionaria (Al-Katanani et al., 1999, 2002; Hansen et al., 2001; Rivera ¢ Hansen, 2001; Sartori et al.,
2002b).

Muitos dos mecanismos envolvidos no transporte de gametas, fecundacdo e desenvolvimento embrionario
inicial sofrem influéncia dos hormonios esterdides ovarianos E) e P4. Alteragdes nas concentragdes
séricas de esterdides, que ocorrem em vacas de alta produgdo leiteira podem comprometer a eficiéncia
reprodutiva. Pesquisadores relataram que o crescimento prolongado do foliculo ovariano em vacas com
baixos niveis circulantes de P4 resultou em fertilidade reduzida (Mihm et al., 1994; Ahmad et al., 1995).
Por exemplo, em um experimento (Ahmad et al., 1996), a produgdo de um foliculo persistente
dramaticamente reduziu a taxa de concepcao de 54% para 15% em vacas lactantes. Essa persisténcia do
foliculo dominante (que talvez ocorra naturalmente na vaca de alta produgdo leiteira) esta associada a
exposi¢ao prolongada de elevadas concentragdes de E2 antes da ovulacdo (Ahmad et al., 1996; Bigelow e

Fortune, 1998), porém, ainda estd por ser determinado se essa elevagdo prolongada de Ep circulante ou
intra-folicular antes da ovulacdo compromete a fertilidade. O Ep também estd associado a retencdo do
ovocito no oviduto, enquanto que a P4 acelera o transporte (Bearden e Fuquay, 2000). Alteracdo nas

concentracdes séricas dos esterdides pode afetar fecundacao ou transporte do embrido/6vulo. Além disso,
proteinas secretorias dependentes de E) parecem ser parte essencial de um ambiente tubarico de suporte
para capacitacdo espermatica, fecundacdo e desenvolvimento embrionario inicial (King et al., 1994;
DeSouza e Murray, 1995; Binelli et al., 1999). Binelli et al. (1999) observaram alteragdes no ambiente
tubarico em vacas com foliculos dominantes persistentes e sugeriram que esse microambiente
inapropriado contribui com a fertilidade reduzida em vacas com foliculos persistentes. E esperado que
vacas de alta produgéo leiteira tenham concentragdes séricas de P4 mais baixas do que novilhas (Sartori et

al., 2002a; 2004a). Reduzidas concentragdes séricas de P4 no periodo periovulatorio poderiam ser
responsaveis, pelo menos em parte, pela redugdo na fertilidade de vacas leiteiras. Vacas com
concentracdes mais baixas de P4 antes da IA tiveram fertilidade reduzida (Folman et al., 1973; Fonseca et
al., 1983) e suplementacdo de P4 antes da IA aumentou a taxa de concepgdo (Folman et al., 1990;
Wehrman et al., 1993; Xu et al., 1997). Baixas concentra¢des séricas de P4 permitem um aumento na
freqiiéncia de pulsos de LH (Roberson et al., 1989; Bergfelt et al., 1991; Adams et al., 1992), causando
maturagao prematura dos ovoécitos (Revah e Butler, 1996), queda na qualidade ovocitaria no momento da
ovulagdo e conseqiiente qualidade embrionaria inferior apdés a fecundagdo (Ahmad et al., 1995).
Concentragdes reduzidas de P4 apods a IA também estdo associadas a fertilidade reduzida (Lukaszewska e
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Hansen, 1980; Mann et al., 1995; Ahmad et al., 1996; Larson et al., 1997). Essa redugdo na fertilidade
pode ser devido as baixas concentracdes séricas de P4 que talvez atrasem o desenvolvimento embrionario

(Mann et al., 1998; Mann ¢ Lamming, 2001), e/ou permitam uma indugdo precoce da luteolise (Mann e
Lamming, 1995; Mann et al., 1995).

Com relacao aos embrides PIV e TN, além das situagdes ja mencionadas acima, outros fatores devem ser
considerados como envolvidos nas perdas embriondrias, visto que o cultivo e a TN ndo somente afetam o
desenvolvimento pré-implantagdo como também o desenvolvimento fetal.

A mais alta taxa de mortalidade em embrides PIV ocorre nas primeiras 2 a 3 semanas ap6s a fecundacgéo
(Farin et al., 2001) e cerca de 60% ou mais das prenhezes de embrides TN sdo perdidas no primeiro
trimestre da gestacdo (Heyman et al., 2002). A explicag@o para essa alta taxa de falha no desenvolvimento
com relagdo a defeitos intrinsecos dos embrides ainda nao esta esclarecida. Entretanto, a extensdo e a
regulacdo da expressdo alterada de genes durante o desenvolvimento pré-implantacdo parece ser critica
para o desenvolvimento posterior do concepto (Rodriguez-Zas, 2008). Isso tem sido demonstrado em
varios estudos usando a técnica de microarranjos para avaliar a expressao de milhares de genes
simultaneamente em embrides PIV ¢ TN (Cocoran et al., 2006; El-Sayed et al., 2006; Cui et al., 2007).

O efeito das condigdes de cultivo no padrao de expressdo de genes tem sido amplamente reconhecido e
pode ser responsavel por alteragdes epigenéticas que sdo prejudiciais ao desenvolvimento do embrido e
do feto (Kang et al., 2001). Existem intimeras evidéncias de que o ambiente de cultivo que os embrides
sdo expostos in vitro pode afetar a expressdo de genes e causar as diferencas encontradas entre os
embrides produzidos in vitro e in vivo (Wrenzycki et al., 2005; Lonergan et al., 2006). Isso se refere nao
s0 a composi¢cdo do meio mas também as condi¢des de cultivo como, por exemplo, a tensdo de oxigénio.
Os defeitos em embrides clones se manifestam de forma mais severa do que nos PIV pois além dos
efeitos do cultivo in vitro, podem ocorrer falhas na reprogramagdo do nucleo doador que afetam o
desenvolvimento e diferenciacdo resultando em anormalidades na placenta, principal responsavel pelas
perdas de embrides TN.

Além da alteracdo na expressdo gé€nica, ¢ importante mencionar que as anormalidades cromossémicas
também sdo causas comuns de falhas na prenhez. Células com anormalidades cromossdmicas sao
comumente encontradas em embrides PIV e clones (Schmidt, 2007). A anormalidade mais freqiiente ¢ a
mixoploidia, resultante de divisdes celulares anormais causando poliploidia em uma proporcao variavel
de células do embrido (Viuff et al., 1999).

Consideracoes finais

A elevada morte embrionaria durante os primeiros dias de gestacdo ¢ considerada a principal causa da
baixa eficiéncia reprodutiva, especialmente em vacas de alta produgdo de leite. A utilizagdo de
biotecnologias reprodutivas tais como tratamentos hormonais e transferéncia de embrides provenientes de
animais com elevada fertilidade tem se mostrado alternativas vidveis para o incremento da eficiéncia
reprodutiva. Além disso, o uso de técnicas adequadas de IA e a reducdo de problemas sanitarios,
nutricionais e ambientais sdo condi¢des essenciais para a obtencdo de elevados indices de fecundagdo e
manutengdo da gesta¢do, culminando no sucesso dos programas reprodutivos em bovinos. Entretanto,
quando tecnologias com maior grau de artificios sdo utilizadas, as perdas embrionarias sdo mais
acentuadas. O embrido pré-implantagdo ¢ altamente influenciado por fatores do ambiente externo e, em
situagdes extremas tais como as que podem ocorrer no cultivo in vitro e na TN, a capacidade do embrido
de se adaptar as condi¢des ambientais ou a reprogramag¢do da cromatina, pode exceder sua propria
capacidade adaptativa e resultar em perdas ou em desenvolvimento anormal.
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