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O diagnostico de prenhez em uma amostra de sangue permite a deteccdo mais precoce de
vacas ndo prenhes do que a palpacdo retal feita apos a inseminacgéo ou a transferéncia de embrido

O diagndstico de prenhez usando PAG é um método eficiente que tem como base a
deteccdo da presenca de uma proteina especifica da prenhez

O teste PAG esta comercialmente disponivel tanto para sangue como para leite

O teste PAG pode ser uma ferramenta Util para a deteccéo de prenhezes que tenham alta
probabilidade de sofrer mortalidade embrionéria tardia

Introducéo:

A falha reprodutiva é uma das barreiras mais importantes para a rentabilidade dos
rebanhos. Questdes de manejo, infertilidade da vaca, infertilidade do touro, estresse térmico e
mortalidade embrionaria sdo fatores que contribuem para a ineficiéncia reprodutiva. O rebanho
de corte brasileiro tem mais de 70 milhGes de vacas, e a mortalidade embrionéria representa uma
perda de quase 4 bilhdes de reais/ano®. O Brasil tem estado na vanguarda da adog&o de
tecnologias reprodutivas, incluindo inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), sincronizagéo
de estro (SE), producédo de embrides in vitro (P1V), testes de prenhez e testes de prenhez com
base em quimicos (PAGs), como forma de aumentar o progresso genético do rebanho de corte
nacional. No Brasil, as vendas de sémen de touros de corte aumentaram de 3,3 milhdes de
unidades em 1993 para 11,9 milhdes de unidades em 2011, Do rebanho de corte total, entre
11e 12% esta sendo inseminado por IA, o que equivale a 5,5 milhGes de vacas, a maior
proporc¢do do mundo®. Ainda que estas tecnologias tenham numerosos beneficios, os produtores
precisam dedicar tempo e recursos de mao de obra para sua completa implantacdo. No protocolo
tradicional de deteccéo de estro é necessario fazer o monitoramento duas vezes por dia por
longos periodos de tempo e exclui da inseminagdo os animais que ndo mostram estro. A
inseminacao em tempo fixo e os protocolos de SE elaborados para uso em sincronizacdo em
tempo fixo tém sido usados com resultados similares aos da detecgédo de estro para IA com
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menos informacdes. Posteriormente, a adocdo de protocolos IATF aumentou entre os produtores.
A pergunta é: “Como nos, os produtores, podemos aumentar ainda mais as taxas de prenhez com
uma unica inseminagdo ou aumentar a eficiéncia reprodutiva?” A resposta para esta pergunta nao
é tdo facil, e tem resultado em novas pesquisas sobre como aumentar a maturidade do foliculo
dominante, aumentar a competéncia do odcito, melhorar o ambiente uterino e promover a saude
da placenta, entre outros. O nosso grupo escolheu explorar o uso de PAGs (teste de prenhez com
base em substancia quimica) para aumentar a eficiéncia reprodutiva em bovinos.

PAGs maternos circulantes como ferramentas para o manejo reprodutivo de bovinos
PAGs e estabelecimento de prenhez:

Mudltiplos testes (como RIA e ELISA) podem ser usados na detec¢do dos membros da
moderna familia PAG na circulacdo materna, comecando logo apés a formacgdo da célula
binucleada (dia 19-20 da gestacdo)® até poucos dias depois do parto (Figura 1).('® As
concentragdes circulantes de PAGs bovinos podem ser influenciadas por uma série de fatores,
incluindo raga, peso, numero de pari¢des da fémea, sexo do feto, nimero de fetos e peso do feto
a0 nascer, juntamente com o estagio e status da prenhez.®'® No entanto, o papel que as PAGs
desempenham durante a prenhez continua indefinido.

Até o momento, ndo ha funcbes claramente relacionadas as PAGs. Foi demonstrado,
entretanto, que as PAGs inibem diferentes células imunoldgicas in vitro e que podem camuflar
antigenos fetais/placentarios em relacdo ao sistema imunoldgico.?®A maior parte dos trabalhos
feitos com PAGs focaram o desenvolvimento de uma ferramenta confiavel para diagnosticar a
prenhez em mdltiplas espécies de ruminantes, incluindo bovinos, ovinos, caprinos, bufalos,
bisdes e alces.!*? Em comparagdo com outros métodos de deteccdo de prenhez em bovinos, as
PAGs tém uma caracteristica singular porque sdo proteinas especificas da prenhez. PAG1
(também conhecida como proteina B especifica da prenhez, PSPB) tem sido a PAG de maior
interesse em relacdo ao diagnostico precoce da prenhez, por causa de sua capacidade de detectar
PAG1 na circulacdo materna durante toda a gestacdo.("'? Greenet et al. *® no entanto,
enfatizaram duas desvantagens do uso de PAGL1 para deteccdo da prenhez: 1) os diagndsticos de
prenhez poderiam estar comprometidos no primeiro més da prenhez por causa da concentracao
circulante de PAGL1 baixa e variavel, e 2) a longa meia-vida destas proteinas (~8 dias) na
circulacdo materna depois do parto ou da perda fetal. Por causa destas preocupacdes, tem havido
interesse na deteccdo de outras PAGs para a deteccdo da prenhez. Green et al. ® relataram o
estabelecimento de um teste baseado em ELISA para PAGs no inicio da prenhez, com uma meia-
vida relativamente curta (4,3 dias). Também foi demonstrado que, nos bovinos, as concentracdes
circulantes de PAG tém um primeiro aumento significativo em torno do dia 24 da gestacéo,
seguido por aumento passageiro até a paricdo,® 4 que é semelhante ao do de outros pequenos
ruminantes. Em estudo anterior, as PAGs foram detectadas em todos os bovinos no dia 28 da
gestagdo, alcangando um pico em torno do momento da pari¢do. Depois da paricdo, as PAGs
tornaram-se indetectaveis oito semanas depois do parto em 38 das 40 vacas, concluindo-se que a
escolha de diferentes PAGs ajuda a superar a persisténcia da imunorreatividade a PAG ao longo
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do periodo poés-parto. Depois de induzir a mortalidade embrionaria em estudos similares,
verificou-se que a meia-vida das concentragdes circulantes de PAGs era de 35,8 +21,9 horas.%
Estas diferencas na meia-vida das PAGs sdo possivelmente resultado de diferentes formas da
familia PAG presentes em uma fase mais precoce da prenhez, quando comparado com o termo
ou como resultado de diferentes mecanismos de clearance entre a fase inicial e a tardia da
prenhez.

Séo trés as plataformas comerciais de teste PAG atualmente disponiveis: (1) BioPRYN
(BioTracking, LLC, Moscow, ID, EUA), (2) DG29 (Conception Animal Reproduction
Technologies, Beaumount, QC, Canada), e (3) Teste IDEXX de Prenhez Bovina (IDEXX
Laboratories, Inc. Westbrook, ME, EUA). Esta documentado que os atuais testes PAG
diagnosticam a prenhez em bovinos com precisdo, com média de acerto de 93 a 96%, tanto no
sangue como no leite.® 1420

PAGs como preditores de mortalidade embrionéria tardia e como marcadores bioquimicos de
funcéo da placenta:

Em torno do momento de implantacdo do embrido no Utero, a incidéncia de perda
embrionaria tardia/perda fetal precoce nos bovinos é de aproximadamente 4 a 10%.17 221 A
mortalidade embrionaria tardia pode ter impacto econdmico mais significante por causa do atraso
na data de concepcdo, que resulta em maior variacdo na data de nascimento e no peso dos
bezerros.

Os mecanismos associados a perda reprodutiva em torno do momento da placentacdo séo
desconhecidos, mas podem estar associados a desenvolvimento ou fungdo inadequados da
placenta. Além da possibilidade de usar testes de PAG como ferramentas para a deteccdo da
prenhez, as PAGs também servem como marcador para monitorar a viabilidade do embrido/feto,
juntamente com a funcdo da placenta. As vacas de corte, por exemplo, que levam a prenhez com
sucesso até depois do dia 72 da gestacdo, tém concentragdes circulantes de PAGs mais altas no
dia 28 quando comparadas com as vacas que apresentam mortalidade embrionéria fetal tardia,
entre os dias 28 e 72 (usando um ELISA sanduiche).®” %) Nos estudos anteriores, todas as vacas
tinham um embrido com batimentos cardiacos no dia 28 da gestacdo. As que tinham sofrido
mortalidade embrionaria/fetal tardia depois do dia 28 e antes do dia 72, no entanto, tinham
concentragdes circulantes de PAGs mais baixas no dia 28. Dados similares foram relatados em
vacas leiteiras®® 2> 28) e ovinos®” em que as concentragdes circulantes de PAGs eram maiores ou
menores nos animais que mantinham ou tinham perdido uma prenhez, respectivamente. Ricci et
al., 7 no entanto, relataram que as PAGs n&o eram preditivas de mortalidade embrionéaria tardia
em bovinos leiteiros. A discrepancia anterior na eficicia da utilizagdo da concentracéo circulante
de PAGs nos dias 28 a 30, para prever a mortalidade embrionaria tardia em bovinos, pode ser
explicada pelo teste PAG especifico que foi utilizado. Parece ndo haver correlacdo entre o
tamanho embrionario (comprimento crénio-caudal), largura do embrido ou volume embrionario
no dia 35 ou 36 da prenhez em bovinos de corte, sugerindo que estas concentragcdes de PAGs
mais baixas na circulagédo materna ndo sdo reflexo puramente de um embrido menor.
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Um estudo recente demonstrou que bPAGs eram 96% mais precisas no diagnostico de
prenhez em vacas Bos indicus. Como ocorreu em estudos anteriores, usando o ELISA sanduiche
em vacas Bos taurus, este teste poderia prever a mortalidade embrionéria, com precisdo, com
base na diminuicdo da concentracdo de bPAG no dia 28 da prenhez (Figuras 2 e 3). A
concentragdo de bPAG, no entanto, ndo pode explicar a perda de prenhez depois do dia 45 por
causa de falha ovariana ou outra condic&o fisiologica®. No inicio da prenhez, as concentracdes
de bPAG sdo mais altas em vacas Bos indicus do que vacas Bos taurus em estagios similares,
ainda que 0 mecanismo seja desconhecido (Figura 4)@% 39, A concentracdo de PAG em vacas
Bos indicus que mantiveram a prenhez era de 8 a 10 ng/ml mais alta do que em vacas Bos taurus
que mantiveram a prenhez. Nas duas subespécies, entretanto, as vacas que sofreram mortalidade
embrionaria tinham niveis comparaveis de PAGs séricos. As novilhas também tinham
concentracdo de PAG mais alta do que as vacas multiparas, independente do peso corporal e
volume sanguineo®,

Pohler et al® também estudaram o efeito da intensidade do estro sobre a concentracéo de
bPAG. A intensidade era medida com a aplicacdo de um adesivo Estrotect, que mudava de cor
com 0 maior nimero de montas por outros animais. Os animais que foram montados multiplas
vezes recebiam escores mais altos do adesivo do que os animais que ndo tinham sofrido montas.
As vacas que apresentavam um estro mais intenso também tinham concentraces maiores de
bPAG. As vacas que tinham escore de adesivo igual a 3 ou 4 tinham concentracdo
estatisticamente mais alta do as vacas com escore 1 e 2, 0 que se correlacionou com taxas de
prenhez mais altas nas vacas com maior expressdo de bPAG (Figura 5).

Influéncia da fertilidade do touro sobre as PAGs na circulacdo materna

Foi demonstrado que o status e estagio da prenhez, raca, nimero de pari¢bes da fémea,
sexo e numero de fetos, peso do feto ao nascer, peso da placenta, touro e muitos outros fatores
tém algum grau de associacdo com as concentracdes de bPAG 1014 Foram relatados dados
limitados sobre os efeitos do touro sobre as concentracdes de bPAG no inicio da prenhez. No
entanto, com base na grande influéncia que o touro tem sobre o desenvolvimento da placenta
estavamos interessados em examinar esta relacdo. Em geral, nos nossos estudos anteriores, nao
vimos nenhuma relagéo entre as concentragdes circulantes de bPAGs e a fertilidade do touro,
mas houve grande variacao entre os touros e a producéo de bPAG (Figura 6)@9. Além disso, trés
dos oito touros testados respondiam por 70% da mortalidade embrionaria tardia relatada no
subgrupo de vacas. O que surpreendeu foi que depois de retirar da analise todas as vacas que
sofreram mortalidade embrionaria tardia, depois do dia 28, estes trés touros apresentaram
concentragdes circulantes de bPAG significativamente reduzidas quando comparados com 0s
outros cinco touros do estudo (Figura 7). Considerados como um todo, estes dados sugerem que
os touros influenciam os produtos BNC, como as bPAGs. Assim, os teores circulantes de bPAG
podem servir como uma nova ferramenta para a identificacdo de touros de baixa fertilidade.
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Resumo

O uso em ruminantes ungulados de um marcador bioguimico como a PAG pode
proporcionar uma técnica poderosa para que o produtor identifique os animais prenhes, além de
selecionar as vacas com maior probabilidade de sofrer perda embrionéria/fetal, aumentando desta
forma a eficiéncia reprodutiva. Como vimos que mdltiplos fatores como status da paridade e o
touro afetam as concentragGes circulantes de bPAG no dia 28, os niveis circulantes de bPAG
podem servir como nova ferramenta para identificar os touros de baixa fertilidade. Nossa atual
hipdtese de trabalho é que as PAGs liberadas para a circulacdo materna proporcionam uma
ferramenta util ndo apenas para identificar o status da prenhez, mas também a viabilidade do
desenvolvimento da placenta e do embrido/feto (Figura 8).
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Figura 1. Concentrages circulantes de PAGs durante a prenhez em vacas de corte prenhes. O
Gréafico A representa os primeiros 60 dias de prenhez e o Grafico B o periodo todo de 9 meses de
prenhez. E interessante que a queda no nivel de PAG circulante em torno do dia 38 a 40 se repete

em qualquer raca ou tipo de bovinos.
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Figura 2. Concentraces séricas de bPAGs (médiaxtEPM) no periodo pds-parto de vacas de corte
Nelore que tinham recebido IATF no dia 0 e tinham um embrido vidvel no dia 28 da prenhez
(n=803), e que no dia 100 tinham mantido o embrido (sobrevivéncia embrionaria; n=714) ou
passado por mortalidade embrionéria (n=89). As vacas Nelore que sofreram mortalidade
embrionéria tardia até o dia 100 da prenhez tiveram concentragfes circulantes de bPAGs
menores (P<0,05) no dia 28, quando comparadas com as vacas que tinham mantido um embrido
até o dia 100.



XX Novos Enfoques na Producao e Reprodugao de Bovinos

ir:!
TREZ 9097
=]
"]
St
~
S N
T
< =
: 2
¥
—Tﬁi\
=] [
y— A °(I
- T
___o..-_.

Probabilidade
d

bPAG ng/ml

Figura 3. Probabilidade de manutencdo da prenhez ap6s IATF entre os dias 28 a 100 da prenhez,
com base nas concentracdes séricas de bPAGs (n=803) no dia 28. As concentragdes sericas de
bPAGs mais elevadas no dia 28 aumentaram significativamente (P<0,05) a probabilidade de
manutenc¢do da prenhez até o dia 100 em vacas de corte Nelore ap6s IATF.
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Figura 4. ConcentracOes séricas de PAGs em amostras coletadas no dia 28 da prenhez de vacas
Bos taurus e vacas Bos indicus prenhes, diagnosticado com base no batimento cardiaco fetal. As
vacas foram entdo divididas com base na manutencdo da prenhez até o dia 72 (Bos taurus) ou dia
100 (Bos indicus) da prenhez (sobrevivéncia embrionéaria) ou mortalidade embrionaria (entre dia
29-72 ou 100). Vacas de corte que tinham apresentado mortalidade embrionaria tardia tinham
concentragdes circulantes de bPAGs menores (P<0,05) no dia 28 quando comparadas com vacas
que tinham mantido um embrido. Adaptado de Pohler, 2015 & Pohler.®?
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Figura 5. Concentracdes séricas de glicoproteinas associadas a prenhez de vacas que tinham
apresentado diferentes intensidades de estro. As vacas que exibiram estro com maior intensidade,
de acordo com o adesivo Estrotect de deteccdo de estro, tiveram uma concentracdo maior de
bPAG no dia 28.
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Figura 6: Concentracdes séricas de bPAGs no dia 28 da prenhez em vacas emprenhadas pelos
touros 1 a 8. Ainda que houvesse variacdo na taxa de prenhez com IATF entre os touros (44 a
64%), ndo houve uma relacdo linear entre a taxa de prenhez por touro e as concentracdes
circulantes de bPAGs. Houve, no entanto, diferencas significativas entre as concentracfes
circulantes de bPAGs entre 0s touros.
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Figura 7. Concentragdes séricas de bPAGs no dia 28 da prenhez entre touros que resultaram em
elevada perda embrionaria e touros que resultaram em baixa perda embrionaria. Depois de retirar
do conjunto de dados todas as vacas que perderam a prenhez depois do dia 28, 0s touros com a
incidéncia mais elevada de mortalidade embrionaria tardia eram também os touros com
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prenhezes que produziram concentracdes circulantes maternas de bPAGs significativamente (P <
0,05) menores no dia 28 da prenhez, quando comparados com 0s demais touros que tiveram
prenhez com menor mortalidade embrionaria.
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Figura 8: A figura mostra a producdo de glicoproteinas associadas a prenhez (PAGS) e
lactogénio placentario (PL) pelos trofoblastos binucleados (BNC) dentro de um placentoma da
planeta de ruminante. Os BNCs se fundem com as células epiteliais uterin as para formar as
celulas trinucleadas e, posteriormente, PAGs e PL entram na the circulacdo materna. A hipdtese
de trabalho é que os produtos placentarios podem ser usados para monitorar a presenca e o bem-
estar do concepto. Figura adaptada de Pohler et al., 2015.
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