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Cronograma da apresentacao

v |ATF
v" Producao in vivo e in vitro de embrides
v Uso de sémen sexado na IA e na producao de embrioes

v Uso de US doppler para diagnéstico precoce de gestacao



Producao in vivo (SOV) e in vitro de embrioes
e transferéncia em tempo fixo
(TETF)

!

Otimizacao do uso da femea

como material genético



Cenario mundial da producao de embrioes bovinos

Embrioes in vivo Embrioes in vitro
Regiao Total
Leite Corte Subtotal % Leite Corte Subtotal %
Africa 402 5.132 5.534 59,7 0 3.733 3.733 40,3 9.267
Asia 16.057 89.628 105685 91,8 1.162 8.276 9.438 8,2 115.123
Europa 104.174 23.806 127.980 90,3 12,840 940 13,780 9,7 141,760
Oceania 2.178 9.009 11.187 74,2 3,892 0 3,892 25,8 15,079

A. do Norte 127.613 232.407 360.020| 62,9 | 105,198 106,848 212,046 37,1 572,066

A. do Sul 8.636 41179 49815 11,9 208,752 161,068 369,820 88,1 | 419,635

Total 259.060 401.161 660.221 51,9 331,844 280,865 612,709 48,1 1,272,930

Adaptado de Perry (2016)



Cenario mundial da producao de embrioes bovinos

Embrioes in vivo Embrioes in vitro Total

Ano Brasil Mundo % Brasil Mundo % Brasil Mundo %

2015 22.355 660.221 3,4 353.539 612.709 57,7 375.894 1.272.930 29,5
2014 43337 614464 71 348.468 590.359 59,0 391.805 1.204.823 32,5
2013 50455 729.246 6,9 366.517 546.628 67,1 416.972 1.275.874 32,7
2012 52.719 699.585 7,5 334913 443533 75,5 387.632 1.143.118 33,9
2011 32.646 732.862 4,5 318.116 453471 70,2 350.762 1.186.333 29,6
2010 38.974 732227 5,3 264.263 450.549 58,7 303.237 1.182.776 25,6
2009 42.397 704230 6,0 255993 378.244 67,7 298.390 1.082.474 27,6
2008 ©69.527 746.250 9,3 220.425 330.953 66,6 289.952 1.077.203 26,9
2007 57.368 763.467 7,5 212441 434581 48,9 269.809 1.198.048 22,5
2006 83.741 777.747 10,8 204.402 441.364 46,3 288.143 1.219.111 23,6
2005 122.210 789.972 15,56 137.042 330.647 41,4 259.252 1.120.619 23,1

Adaptado de Viana et al. (2017)




Producao de embrioes no Brasil de acordo com raca

% do total da producdo de embrides
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Producao in vivo e in vitro de embricoes e TETF

v Vantagens da producao in vivo e in vitro de embrides

* Maximizacao do material genético da matriz

 Maximizacao do numero de descendentes de uma matriz

« Exploracdo de animais senis ou que nao podem ficar gestantes
« Geracao selecionada a partir do macho e da fémea
 Armazenamento de material genético da fémea

 Estratégias de mercado

* Pesquisa



Producao in vivo e in vitro de embricoes e TETF

v' Limitacdes e exigéncias producao in vivo e in vitro de embrides

 Profissional para a implementacao da técnica

» Decisao de estratégias, calendario e manejos

* Mao de obra qualificada — ainda mais que a IATF
» Custos (hormoénios, laboratoério e servicos)

- Indices ainda tem de ser maximizados

* Necessidade de receptoras (barrigas de aluguel)



Producao in vivo e in vitro de embricoes e TETF

v' Selecao de doadoras

Ginecologicos Anatémicos
Genéticos \ /
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Producao in vivo e in vitro de embricoes e TETF

v' Selecao de receptoras

Quantidade

Aquisicao ou
manutencao

Custos

Nutricionais

Sanitarios

Ginecologicos

Anatdomicos

Fisiologicos

Habilidade materna

Temperamento




Producao /in vivo de embrioes e TETF

Base fisioldgica dos protocolos de SOV para producgao in vivo de embrides

Sincronizar a emergéncia da onda folicular

Permitir o crescimento de varios foliculos dominantes

Regressao do corpo luteo

Inducao da ovulacao sincronizada dos foliculos

IATF das doadoras

Coleta dos embrides ~7 dias depois

Congelamento ou transferéncia dos embrides para as receptoras




Base fisiologica dos protocolos de SOV

BE PGFPGF GnRH |IA IA Flushing

Dispositivo de P4
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Ovarios e embrioes de vacas submetidas a SOV
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Sincronizacao de receptoras para TETF in vivo

v" Doadoras

BE PGF GnRH IA IA Flushing

: ‘ | 1

Dispositivo de P4
| | | | | | | | |

| | | | | | | | |
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Materiais e procedimentos para coleta de embrioes

Vacas nod ~7 Higienizacao da vulva e perineo



Materiais e procedimentos para coleta de embrioes

Anestesia epidural (Lidocaina 2%)



Materiais e procedimentos para coleta de embrioes




Materiais e procedimentos para coleta de embrioes

© Oklahoma State University

Zoudy Feodley

Zoudy Feodley
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Materiais e procedimentos para coleta de embrioes

Posicionamento (corpo/corno) Sistema acoplado e Liquido liberado no utero
da sonda e inflagem do balao lavagem do utero voltando para o filtro



Materiais e procedimentos para manipulacao de embrioes no lab

Placa de petri
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Materiais e procedimentos para manipulacao de embrioes no lab

Passagem do conteudo do filtro utilizado na lavagem uterina para placa de petri no laboratério



Materiais e procedimentos para manipulacao de embrioes no lab

Rastreamento e classificacao (estagio e qualidade) dos embrides
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TETF

v Transferir a fresco em

receptoras pré-sincronizadas



TETF

v Inovulacao/transferéncia dos embrides

« Corno uterino ipsilateral ao corpo luteo

Anestesia epidural (Lidocaina 2%)



TETF

v Inovulacao/transferéncia dos embrides

i@ Oklahoma State Universi e

Lovdy Jerodley
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Producao de embrioes in vivo

N de

Estudo Raca N Protocolos do estudo 1A recupe N de:
viaveis
rados
Oliveira Nelore 25 vacas 133 mg de FSH BID / 4d ou 2 1A 8 1 39
et al. (2014) (crossover) substituicdo das duas ultimas doses por eCG ou LH (12 h de int.) ’ ’
Mattos Sindhi 19 lactantes e 100 mg de FSH BID / 4d ou 2 1A 7 1 4.2
et al. (2011) secas (crossover) substituicdo das duas ultimas doses por 300 Ul de eCG (12 h de int.) ’ ’
Baruselli 12 doadoras
et al. (2008) Nelore (crossover) 100 mg de FSHBID / 4d vs. 2000 vs. 2500 Ul de eCG 11A 6,4 5,1
Barusell Nelore Crossover 133 mg de FSH BID / 4d vs. 1500 vs. 2000 Ul de eCG 11A 7,0 57
et al. (2008) 9 ' ' ’ ’
Baruselli o desa 12 doadoras o440 o FSHBID / 4d vs. 2000 vs. 2500 Ul de eCG 11A 92 7.6
et al. (2008) (crossover) g ' ' ’ ’
Carvalho Holandesa 56 novilhas 300 mg de FSH BID / 4d vs. 2 1A 90 6.1
et al. (2014) (s/ crossover) FSH recombinante (12 h de int.) ’ ’
Tribulo ANGUS 29 vacas 400 mg de FSH BID / 4d vs. 21A 13.0 57
et al. (2011) 9 (c/ e s/ crossover) 400 mg de FSH diluido em acido hialurdnico (12 h de int.) ’ ’
Tribulo Cruzadas 12 Cruzadas 400 mg de FSH BID / 4d em doses constantes vs. 2 1A 76 3 1
et al. (2012) e Simental e 14 Simmental 400 mg de FSH diluido em MAP-5 (12 hde int.) ’ ’
Tribulo Cruzadas 12 Simmental 300 mg de FSH BID / 4d em doses constantes vs. 2 1A 13.0 5.0
etal. (2012) e Simental e 14 Angus secas 300 mg de FSH diluido em MAP-5 (12 h de int.) ’ ’

Estudos variam quanto a estratégia para induzir emergéncia de onda, numero de tratamentos com PGF,
duracao de permanéncia do dispositivo de P4, horario e indutor de ovulagao, horario da inseminacao



Producao in vitro de embrioes
e transferéncia em tempo fixo
(TETF)

!

Otimizacao do uso da femea

como material genético



Producao in vitro de embrioes

MIV FIV Cilv Feeding

(D-1) (DO) (D1) (1e2) D7

D3: Feeding 1 + Tx de clivagem

22-24 horas 18 horas 7 dias D5: Feeding 2

Tx de blastocisto










Producao /n vitro de embrides de acordo com oocitos
recuperados na OPU em doadoras Nelore

Item Quartil 1 Quartil 2 Quartil 3 Quartil 4 P

N 1.403 1.403 1.403 1.403
Odcitos/OPU (1 3.2(291%4;1OI 403) (25.::7%/11 ?403) (40, 12 1%’/?203) (75.(?4:35’/?203) <0,001
Tx de clivagem (8.08?;/31’?.756) (14.9(?3’272.337) (23.58626/1’325.634) (42.71643696.860) 0,08
Tx de blastocisto (3.3624?1,?.756) (6.84%(/)2’2337) (10.94:1329/,375.634) (19.0(?18/(,;(13.860) 0,23
Blastocisto/OPU (3.6024’/615(.]'403) (6.8:11’/91(.:403) (10.91532/3:.403) (19.(;0?;’/513%403) <0,001

Watanabe et al. (2017)

Media = 7,2 blastocistos / OPU (40.394/5.612)



Producao /n vitro de embrides de acordo com oocitos
recuperados na OPU em doadoras Holandesas

Item Quartil 1 Quartil 2 Quartil 3 Quartil 4 P

N 168 168 168 168

Odcitos/OPU (1 .162b7/:68) (2.(1)92é/51(238) (3;?6;1128) (6.:53383:/7128) <0,0001
Tx de clivagem (5750(/)1'9120) (1 15 3?)./2.3(;)98) (1 .822/’??;56) (3.45421’:;)33) <0,0001
Tx de blastocisto (29226/31' 1 1320) (55206/32%28) (80264/13;.8226) (1 .3%2/'(3;33) <0,0001
Blastocisto/OPU (2912’/71(:38) (553(5/?1);8) (8(?6,/? t238) (1 .372’4%:68) <0,0001

Watanabe et al. (2017)

Media = 4,4 blastocistos / OPU (2.792/672)



Producao in vitro de embrioes
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Uso estratéegico da TETF

Estacoes quentes do ano

Vacas repetidoras de cio



Impacto da temperatura retal, indice de temperatura e

umidade e estacao do ano na prenhez por IA durante um

ano reprodutivo de uma fazenda comercial de leite

Consentini C. E. C.'; Mingoti, R. D.%; Germano, R.?;
Souza, A. H.3; Baruselli, P. S.2; Sartori, R."

'Departamento de Zootecnia, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP, Piracicaba, SP
2Departamento de Reprodugao Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo, FMVZ/USP
3CEVA - Santé Animale

2018



Impacto do estresse téermico durante um ano

reprodutivo de uma fazenda comercial brasileira

» 1.608 inseminacoes

» Fazenda em Carmo do Rio Claro - MG (2014)

Efeitos de temp. retal no momento da IA; THI, periodo

do dia da |A e estacoes do ano na fertilidade

Consentini et al. 2018
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P/IA de acordo com temp. na IA, estacao do ano e THI

Consentini et al. 2018
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Estacao do ano

THI



P/IA e THI durante o ano de 2014
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Consentini et al. 2018



Alguns mecanismos / aspectos que podem

explicar como o estresse térmico impactam

a fertilidade???



Qualidade embrionaria de vacas em lactacao e
novilhas/vacas secas no VERAO e INVERNO

Vacas em lactacao Novilhas/vacas secas
1 AltaIvs | Menor Ims
lControIe da 1 Controle da

temperatura corporal temperatura corporal



40.2
(28) (19)
40.0 - . Heifers (106)

O 308 O Lactating cows o)
o (77) ©
39.6 -
g (86)
45 394 -
T 99) (56)
£ (24) ’ L
o 39.0 - =
wid
(22) (44) 52
> 388 - O s (-)(4_6)(44 _
S ® _uy G W L
M 386 3

(19) 90 @)
384 ‘W (0

38.2
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Ambient temperature (°C)



Fecundacao de embrioes de acordo com
a estacao do ano

Verao Inverno

Porcentagem
9)]
o

Vacas Vacas
lactantes secas

Vacas
lactantes

Taxa de fecundacao

Novilhas

Sartori et al. (2002)



Numero de embrioes viaveis de acordo
com a estacao do ano
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Vacas leiteiras com alta
producao de leite

<P 5 Qualidade
% Verao Fecundagao || embrionaria
(55% fec.) (33% viabil.)

o

\ ) Qualidade
Fecundacao > | embrionaria
(88% fec.) (53% viabil.)



O que podemos fazer??




Agropecuaria J-IDA



O que podemos fazer??

Fazenda Colorado



Taxa de concepcgao
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IA/IATF ou TETF em diferentes estacoes do ano
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IA/IATF ou TETF em diferentes estacoes do ano
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IA/IATF ou TETF em vacas repetidoras de cio
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Consideracoes — SOV, PIVE e TETF

A SOV ou PIVE e TETF envolve o conceito de maximizar o uso do material genético

da fémea

Aumenta a eficiéncia reprodutiva por aumentar o numero de descendentes que

uma fémea pode gerar em sua vida util

Possui um potencial uso estratégico em estagcoes quentes do ano e em vacas

repetidoras de servico

Mais laboriosa e exigente que a |IA e IATF



Uso de sémen sexado

oducao de bc




Uso de sémen sexado na reproducao de bovinos
v Vantagens do uso de sémen sexado

* Direcionamento do sexo do nascimento das progénies

 Estratégia para aumento de rebanho (ex. leite)

 Estratégia de nascimento de machos (ex. corte) - bem menos usado

« Uso em producao de embrides (ex. leite)

v Limitacées

« Custo maior com relacao ao sémen convencional

» Resultados na IA, IATF e producido de embrides inferiores ao convencional



P/IA de sémen convencional vs. sexado

Estudo Categoria Convencional Sexado Relacao
Sa Filho et al. (2012) Vacas de corte 54,2 (232/428) 45,4 (193/425) 83,7
Sa Filho et al. (2012) Vacas de corte 54,7 (134/245) 45,9 (113/246) 83,9
Sales et al. (2011) Vacas de corte 51,8 (100/193) 41,8 (82/196) 80,7
Sales et al. (2011) Vacas de corte 55,3 (105/190) 40,9 (79/193) 74,0
Souza et al. (20006) Vacas leiteiras 27,1 (44/162) 13,0 (21/161) 48,0
Seidel and Schenk (2008) Novilhas de corte 67,6 (96/142) 53,7 (130/242) 79,4
Seidel and Schenk (2008) Novilhas de corte 67,0 (85/126) 52,6 (129/245) 78,5
Dominguez et al. (2011) Vacas e novilhas de corte 57,9 (188/325) 38,8 (131/338) 67,0
DedJarnette et al. (2011) Novilhas leiteiras 60,0 (1.375/2.292) 38.0 (881/2.319) 63,3
Mellado et al. (2010) Vacas e novilhas leiteiras 37,7 (160/426) 22,9 (51/223) 60,7
DeJarnette et al. (2009) Novilhas leiteiras 56,0 (30.082/53.718) 45,0 (17.893/39.763) 80,3
Bodmer et al. (2005) Vacas e novilhas leiteiras 37,4 (34/91) 28,8 (38/132) 77,0
Andersson et al. (2006) Vacas leiteiras 46,0 (69/149) 21,0 (33/157) 45,6
Seidel and Schenk (2008) Novilhas leiteiras 60,0 (74/124) 46,7 (114/244) 77,8
Seidel and Schenk (2008) Novilhas leiteiras 62,0 (163/263) 42,1 (225/534) 67,9
Geral : 55,0 ik 79,1

(32.941/58.874)  (20.113/45.418) ’




P/IA de sémen sexado de acordo
com o horario de inseminacao no protocolo de IATF

Estudo Categoria IA convencional IA atrasada (6-8h) P
Shenck et al. (2009)  Novilhas Angus 34.4 (11/32) 48.6 (17/35) >0,10
Neces et al. (2010) Vacas Nelore 20.8 (27/130) 30.9 (38/123) <0,05

Sales et al. (2011) Vacas Nelore 42.8 (100/193) 50.8 (99/195) 0,11

Sales et al. (2011) Novilhas Jersey 16.2 (17/1095) 31.4 (32/102) <0,01

Adaptado de Sa Filho et al. (2014)



Producao de embrioes in vivo de novilhas Holandesas
de acordo com tipo e dose de sémen,
e esquema de inseminacao apos deteccao de cio

Estudo Sex (20x1 06? Sex (10x1 06) _ Con (10x1 06’) _
11A,12 pébs cio 2I1A,12e 24 hposcio 21A,12e 24 h pos cio
N 12 13 14

Estruturas 6,8P 8,9 9,92
Fertilizados 3,8P 4,90 8,72
% de fertilizados 63,5° 61,90 90,92
Viaveis 1,90 2,3P 6,32
% de viaveis 24,3b 30,8P 71,32

Sartori et al. (2004)



Producao in vivo de embrioes de vacas Nelore
de acordo com o tipo de sémen [Conv. (40 mi sptz/IA) vs. Sex. (4.2 mi sptz/IA)]
e horarios de inseminacao (12 e 24 ou 18 e 30 h apds inducao da ovulacao

Estudo Convencional Sexado Sexado
12e 24 h 12e 24 h 18 e 30
N 17 18 19
Estruturas 8,0 7,1 9,0
Nao fertilizados 0,5° 3,72 2,92
Transferiveis 6,82 2,4¢ 4,5b
% de transferiveis 86,12 37,3° 48,2

Soares et al. (2011); Sa Filho et al. (2014)



Producao in vivo de embridoes de vacas Holandesas
de acordo com o tipo de sémen [Conv. (40 mi sptz/IA) vs. Sex. (4.2 mi sptz/IA)]
e horarios de inseminacao (12 e 24 ou 18 e 30 h apds inducao da ovulacao

Estudo Convencional Sexado Sexado
12e 24 h 12e 24 h 18 e 30
N 11 11 11
Estruturas 10,4 11,3 12,4
Nao fertilizados 0,9P 5,22 4,62
Transferiveis 8,72 4,60 6,43ab
% de transferiveis 85,92 40,7¢ 54,2b

Soares et al. (2011); Sa Filho et al. (2014)



1. A piezo electric crystal is
undulated approximatel
90,000 times/second, which
breaks the stream into droplets
at a particular point in time.
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highly controllable.
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WASTE Y XY®Inc.

A diferenga no conteudo/tamanho do DNA
entre osptzX e Y é de 4% no bovino

O corante marcador Hoechst 33342 se difunde
pela membrana e se liga nos pares de base
AJ/T, gerando uma fluorescéncia no espectro de
350-460 nm

A citometria de fluxo quantifica a diferenca de
DNA através de detectores que mensuram a
intensidade do sinal quando a célula é
excitada por um laser

O processor permite a passagem de um unico
sptz por uma gota a qual aplica diferentes
cargas paraosptzXeY

Os sptz X e Y, assim como os mortos ou de
baixa qualidade, sao entao separados quando
a gota passa entre placas carregadas com
cargas opostas, as quais separa-os



Uma opcao disponivel (aparentemente) pensando em
aumentar a eficiéncia do uso de sémen sexado

Processos de sexagem espermatica

Até 20 etapas até o congelamento vs. 3-4 do sémen convencional
(Cada processo € um desafio fisico e bioquimico para o sptz)

STOenetics SexedULTRAZM-

Renovacao completa nos meios utilizados nos processos
(preparacao inicial para coloracao, fluido da palheta e congelamento...)

Objetivo: Ser menos prejudicial para o sptz em termos de condi¢coes de pH e
estresse oxidativo durante o processo de sexagem...

Além disso, a dose inseminante € de 4 milhdes de sptz / palheta



Taxa de nao retorno 56 d pos IA de novilhas inseminadas
com sémen convencional, sexado e sexado Ultra (diferentes doses)

Taxa de nao retorno Proporcao do

Tratamento aos 56 d pos IA, %  convencional
Sexado (2,1 x 108) 1.953 55,9 84.1%
Sexado Ultra (2,1 x 108) 1.999 59,9 90,1%
Sexado Ultra (3,0 x 106) 2.013 60,0 90,2%
Sexado Ultra (4,0 x 106) 1.890 66,7 100,3%
Convencional (15 x 109) 62.398 66,5 -

Ejaculados de 5 touros dividido nos 4 tratamentos de sexado e comparado
com sémen convencional de ejaculados contemporaneos dos mesmos touros

Lenz et al. (2016)



Exemplo de uso estratégico e direcionado
de sémen sexado em fazenda leiteira (1 ano reprodutivo)

v' Sao Pedro - SP

v' 400 vacas em lactacao
v 39,0 kg/d

v TP-21d >30%

v Mesmos protocolos de IATF

v Touro sexado ULTRA utilizado

Somente na primeira IATF pds-parto
Somente vacas que expressaram cio ao final do protocolo
Vacas sem problemas severos de saude no pds-parto

66 primiparas, 72 secundiparas, 22 de 3° cria e 4 de 4° cria

80

70

60

50

40

30

20

94%
48,4
(91/188) 41 ,6
(393/943)

45,5
(71/156)

Sex Conv Geral

Consentini, C. E. C. Gonzalez, B., Sartori, R.



Exemplo do impacto do touro na producao de
embrioes in vivo de vacas holandesas secas

ltem Touro§_ ) Touros 3
UltraFertility nao-UltraFertility

N de flushing 19 21

Taxa de recuperacao, % 69,3 62,0
Estruturas totais por doadora, n 8,95 7,9

% de nao fecundado por doadora 10,8 42,8
Viaveis por doadora, n 5,6 2,1

% de viaveis por doadora 67,7 29,4
Congelaveis por doadora, n 5,2 2,0

% de congelaveis por doadora 63,4 28 .4

Folchini et al. (2020)



Consideracoes — Semen sexado

v O uso de sémen sexado possibilita o direcionamento do sexo da progénie e é

maior em sistemas de producao de leite

v De maneira geral, a P/IA ou a producdao de embrides é menor quando se usa

sémen sexado comparado com sémen convencional

v Uso de sémen sexado de touros de alta fertilidade, assim como o uso direcionado
em classes de fémeas com maior probabilidade de emprenhar, podem otimizar o

uso do sémen sexado no sistema de producao



Consideracoes Finais

Tipo de sistema de produgéo
Tipo de animais Custo x Beneficio
Viabilidade técnica e econdmica

Aplicabilidade

Objetivo do sistema de produgao

Realizacao dos
procedimentos

Biotecnologia

da reproducdo | — >

Mao de obra

|

treinada e

qualificada

Entendimento da
importancia das etapas

Processos

complexos

Laboratérios e escritorios

Infraestrutura
minima

especifica

Equipamentos
adequados

Consentini et al. (2020)



Cientifico e Tecriolgico CAPES

FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA
DO ESTADO DE SAQ PAULO

Carlos Eduardo Cardoso Consentini
carlos.consentini@usp.br

19 99826 2082
robertosartori@usp.br
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