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Embionário Inicial:

Maior perda gestacional

Identificar as fêmeas não-

gestantes → Nova chance

Redução dos dias em aberto

Aumento da taxa de serviço

O principal desafio reprodutivo atual 
não é saber qual vaca está prenhe, 
mas sim identificar precocemente 
qual fêmea está vazia.
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IATF1

30 dias 10 dias

IATF2Diagnóstico de gestação +

 Ressincronização

(REESE et al., 2020)



6(ALBAAJ et al., 2023)



(Spencer et al., 2007)



✓ Reconhecimento Materno da 

sinalização embrionária 

       - Produção adequada de 

moléculas sinalizadoras (IFN-tau)

✓ Bloqueio da Luteólise

       - Manutenção da produção de P4

✓ Modulação do sistema imune 

materno

✓ Genes estimulados por 

Interferon-tau (ISGs)?

8



9

9

Palpação 
Transretal

40 dias

Retorno ao cio

17-24 dias

Ultrassonografia 
Transretal

28 dias

Ultrassonografia  
Doppler

20-22 diasIA 



10Fonte: Google Imagens

Reto

Glândula mamária

Cornos uterinosVagina

Pelve
Ovários

Bexiga

Cérvix
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19-22 dias

28-30 dias

35-40 
dias

IA

Palpação 

Transretal

Ultrassonografia 

Transretal

A B C D

E F G H

A B C D

E F G H

Imagens ultrassonográficas em modo B de corno uterino. As setas vermelhas indicam o acúmulo de fluido no lúmen uterino 

(imagem anecogênica) de fêmeas bovinas aos 20 dias de gestação (Painéis A e B). As setas amarelas indicam embriões bovinos 

(estrutura hiperecogênica) aos 25 dias (Painéis C e D) aos 26 (Painéis E e F), 28 (Painel G) e 30 (Painel H) dias de gestação. 

As setas laranjas indicam o líquido amniótico (estrutura anecogênica) e a seta branca indica a membrana amniótica (estrutura 

hiperecogênica). 

20 dias 25 dias 

28- 30 dias 26 dias 
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Método de Imagem
a Campo (real-time):

US Doppler

Laboratorial:

Marcadores da 
gestação



Linear-array 
transducer 

(Fonte: acervo pessoal) 14



(Pugliesi et al., 2014)
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Dia 20 pós-IATF

(Fonte: acervo pessoal)

É possivel detectar com alta aucurácia a 
gestação aos 20 dias pela ultrassonografia

Doppler em bovinos???



Criteria: 

Blood perfusion ≤25%. 

Detection of luteolysis 
(Non-pregnant females)

Linear-array 
transducer 

(Pugliesi et al., 2014)



Authors Type/breed Parity order Type of 
service

Moment of 
gestation, d

Animals, n Conception 
rate, %

Accuracy, % False 
positive 
rate, %

False 
negative 
rate, %

PPV, % NPV, %

Utt et a., 2009 Beef (Crossbreed) Cows TET 17
19
21

50 46 60
68.8
71.4

30.6
24.6

21

9.4
6.6
7.6

54.4
61.4
64.8

73.3
82.9
81.5

Siqueira et al., 2013 Dairy (Holstein-Gir) Parous cows
Heifers

TAI 20 317
209

46.1
47.4

74.6
76.6

24.6
22.7

0.7
0.6

64.8
67.2

97.7
98

Pugliesi et al., 2014 Beef (Nelore) Parous cows TAI 20 111 37.8 91 9 0 80.8 100

Guimarães et al., 2015 Beef (Nelore) Parous cows TET 21 163 43.6 88.3 11.7 0 78.9 100

Scully et al., 20151 Dairy (Bos taurus) Parous cows AI after 
estrus

18
19
20
21

80
80
90
94

52.8
56.8
42.2
45.2

68.1
82.4
77.7
87.1

20.9
13.5
17.3
11.8

11.1
4.1
4.9
1.1

66.6
79.5
70.8
78.8

70.3
88

87.8
97.5

Pugliesi et al., 2018 Beef (Nelore) Parous cows
Heifers

TAI 22 246
231

49.6
41.6

94.7
90

5.3
10

0
0

90.4
80.5

100
100

Ataide Jr. Et al., 2018 Beef (Nelore) Parous cows TET 22 221 35.5 83.8 16.2 0 68.8 100

Andrade et al., 2019 Beef (Nelore) Heifers TAI 21 113 - 87.8 12.2 0 77.3 100

Dalmaso Melo et al., 2020 Beef (Nelore) Parous cows
Heifers

TAI 20 144
100

58
52

93
88.3

7
11.7

0
0

89
81.8

100
100

Wellert et al., 2020 Beef (Angus-cross) Parous cows
Heifers

TAI 21 84
25

- - - 0
0

89.4
75

100
100

Dubuc et al., 2020 Dairy (Holstein) Parous cows AI 21 1,632 22 62.1 37.5 0.4 52 98.1

Holton et al., 2022a Beef (Bos taurus) Parous cows TAI 20
22

208
209

52.9
52.6

87
92

13
8

0
0

80
85

100
100

Holton et al., 2022b Beef (Bos taurus) Heifers TAI 20
22

183 -
-

90
92

10
8

0
0

86
90

100
100

Madoz et al., 2022 Dairy (Holstein) Parous cows
Heifers

TAI 19/20 131 37.4 74.8 24.5 0.7 60 98.2

Ferraz et al., 2022 Dairy (Holstein) Parous cows
Heifers

TAI 21 140
32

28.6
31.3

53
66

46.3
34

0.7
0

38
48

98
100

(Siqueira et al., 2013)

(Pugliesi et al., 2014)

Accuracy: 75%

False-negative: 0.5%

False-positive: 24.5%

Accuracy: 91%

False-negative: 0%

False-positive: 9%
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IATF

Dispositivo P4

Ressinc pós-DG

(40 d)

Dispositivo P4

Ressinc antes-DG

(32 d)

Dispositivo P4

Ressinc antes-DG

(28 d)

Dispositivo P4
Ressinc antes-DG Doppler

(21-24 d)

IATF

12-14 d

IATF

IATF

IATF

A B C D

E F G H

1-2 mg BE

1-2 mg BE

1-2 mg BE

≤1 mg BE



 Aumento do número de nascimentos no 

início da estação de nascimento

 Melhora no peso final a desmama

 Maior proporção de novilhas púberes

 Menor custo/kg de bezerro desmamado

21(Odeja-Rojas, 2021; 2022)
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Probability of False Positive by Doppler

Luteal blood perfusion (%)
0 20 40 60 80 100

P
ro

b
a

b
ili

ty
 o

f 
F

P
 r

e
s
u

lt
 (

%
)

0

10

20

30

40

50

>22% <6%

Probability of false positive (FP) result (females identified with a functional CL on day 20 post-TAI by Doppler ultrasonography, but non-pregnant
on day 30) according to the luteal blood perfusion at the of Doppler evaluation in beef cattle (n=159). Probability of FP = exp (-0.0591x +
1.4201)/1 + exp (-0.0591x + 1.4201); P =0.008.

(Pugliesi et al., 2023)
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D0

1st TAI

D14-D15
1 mg EB +

P4 device

D22

Doppler

D24 D94-146

High CLBP (> 40%)Low CLBP (≤ 40%)

B- Mode

P4

n = 923

Material and Methods

Primiparous cows

Heifers

n = 1,720

2nd TAI PD1 PD2 PD3

D29-37 D56-62

= =

B- Mode B- Mode

D0

1st TAI

D14-D15
1 mg EB +

P4 device

D22

Doppler

D24 D94-146

High CLBP (> 40%)Low CLBP (≤ 40%)

B- Mode

P4

n = 923

Material and Methods

Primiparous cows

Heifers

n = 1,720

2nd TAI PD1 PD2 PD3

D29-37 D56-62
= =

B- Mode B- Mode

D0

1st TAI

D14-D15
1 mg EB +

P4 device

D22

Doppler

D24 D94-146

High CLBP (> 40%)Low CLBP (≤ 40%)

B- Mode

P4

n = 923

Material and Methods

Primiparous cows

Heifers

n = 1,720

2nd TAI PD1 PD2 PD3

D29-37 D56-62

= =

B- Mode B- Mode

D0

1st TAI

D14-D15
1 mg EB +

P4 device

D22

Doppler

D24 D94-146

High CLBP (> 40%)Low CLBP (≤ 40%)

B- Mode

P4

n = 923

Material and Methods

Primiparous cows

Heifers

n = 1,720

2nd TAI PD1 PD2 PD3

D29-37 D56-62

= =

B- Mode B- Mode

Falso

positivo

Perda

30-60 d
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Primiparous cows

Heifers

*

*



 Perda gestacional

 Avulação tardia no protocolo

 Luteólise tardia (leite vs. corte; novilhas vs. vacas)

25
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Acurácia em detectar o CIO (vazia)
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Alta Acurácia em detectar

o CIO (vazia)
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Limitantes:
- Vacas Anovulares

- Ovulação Silenciosa

- Luteólise tardia

- Perda embrionária
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 Único marcador

▪ Uso de candidatos

conhecidos

▪ Descoberta de novos

candidatos

 Painel de marcadores ou

assinaturas

▪ Analíses ômicas

▪ Transcriptoma

▪ Metabolômica

▪ Lipidômica

▪ Proteômica

▪ Etc.

31
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IFN-tau

PAGsPAGs
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Glicoproteinas Assoc. a 

Prenhez (PAGs) 



(Pohler et al., 2016)



 Bovinos: 22 genes de PAGs 

identificados

 Mensuração das 

concentrações

▪ RIA e EIA (“Sandwich”)

▪ Envio para laboratórios

especializados (USA e Canadá)

▪ Kits comerciais para Laboratórios

▪ Kits para Campo
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Middleton and Pursley, 2019



Middleton et al., 2022

Baseline



Santos et al., 2023
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▪ Multiparous, non-lactating Nelore cows (n=27);

▪ PBMC isolation on days 12, 15, 18, 20, 22, 30, 45 and 60 

post –TAI;

▪ Classic ISGs (ISG15, OAS1, MX1 and MX2).



Material and methods

mRNA extraction

qPCR

Target-genes

(ISGs)

95% 

PMNs

95% 

PBMCs



(Pugliesi et al., 2014)
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ISGs em PBMCs
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▪ Nelore heifers (N=103) and cows 

(N=144);

▪ PMN isolation on day 20 post-TAI;

▪ Classic ISGs (ISG15 and OAS1). 

PMNs



46(Melo et al., 2020)

Número de resultados verdadeiro-positivo (TP), verdadeiro-negativo (TN), falso-positivo (FP) e falso-

negativo (FN) e sensibilidade (SENS), especificidade (SPEC), Valor Preditivo Negativo (NPV), Valor 

Preditivo Positivo (PPV) e acurácia (ACCU) para determinação do status gestacional no dia 20 pós-

IATF pelo Doppler-US, ISG15, OAS1 e P4 e no dia 25 pós-IATF pelas PAGs em novilhas e vacas.

Novilhas Vacas
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9 potencial biomarkers in PBMC (IFI6, RSAD2, IFI44, 
IFITM2, TNFSF13B, LGALS3BP, CLEC3B, OAS2, 

LOC100139209)

5 potencial biomarkers in PMN (IFI6, RSAD2, IFI44, 

OAS2, LGALS3BP). 
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Figure 6. ROC (Receiver Operating Characteristic) curves of the classic (ISG15 and OAS1) and non-classic (RSAD2 and IFI44) ISGs on D20

post-TAI in nulliparous (N=103), primiparous (N=53) and pluriparous (N=91) bovine females. The horizontal and vertical axes represent false

positive rate (1 - specificity) and sensitivity, respectively. Non-classic (RSAD2 and IFI44) ISGs provided the most adequate prediction of

pregnancy when compared to classic ISGs (ISG15 and OAS1) in primiparous and pluriparous bovine females.
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Table 3. Number of True-Positive (TP), True-Negative (TN), False-Positive (FP), False-Negative (FN), Sensitivity (SENS),

Specificity (SPEC), Positive Predictive Value (PPV), Negative Predictive Value (NPV) and Accuracy (ACCU) for determining

pregnancy status on D20 post-FTAI by RSAD2, IFI44, ISG15 and OAS1 in bovine females with a functional CL.

Aumento da sensibilidade usando 4 ISGs em PMNs

Marcadores: Falso Negativo



Genes ISG15   OAS1   RSAD2   RSAD2/IFI44/ 

  
OAS1 RSAD2 IFI44 

  
RSAD2 IFI44 

  
IFI44 

  
ISG15/OAS1 

        

n  233 233 233   233 233   233   233 

TP (n) 108 115 118   122 123   120   124 

TN (n) 92 95 95   95 95   98   92 

FP (n) 15 12 12   12 12   9   15 

FN (n) 18 11 8   4 3   6   2 

SENS (%) 85.7 91.3 93.6   96.8 97.6   95.2   98.4 

SPEC (%) 86.0 88.8 88.8   88.8 88.8   91.6   86.0 

PPV (%) 87.8 90.5 90.8   91.0 91.1   93.0   89.2 

NPV (%) 83.6 89.6 92.2   96.0 96.9   93.2   97.9 

ACCU (%) 85.8 90.1 91.4   93.1 93.6   93.6   92.7 
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Table 4. Number of True-Positive (TP), True-Negative (TN), False-Positive (FP), False-Negative (FN),

Sensitivity (SENS), Specificity (SPEC), Positive Predictive Value (PPV), Negative Predictive Value

(NPV) and Accuracy (ACCU) for determining pregnancy status on D20 post-FTAI by RSAD2, IFI44,

ISG15 and OAS1 in bovine females with a functional CL.

Aumento da sensibilidade usando 4 ISGs em PMNs na fêmeas com CL ativo
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151

Nulliparous 

Accuracy: 91% 

FP: 14%

FN: 2%

Cows: 

Accuracy 93%  

FP: 9%

FN: 3%

Feltrin et al., 2025. (PAINEL de ISG)

Heifers: 

Accuracy: 90% 

FP: 12%

FN: 6%

Cows:

Accuracy: 83-85 % 

FP: 9-12%

FN: 16-25%

Pugliesi et al., 2014; Dalmaso de Melo 

et al., 2020.

60

Primiparous: 

Accuracy: 98% 

FP: 3%

FN: 0%
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▪ Vacas (N=12) e novilhas (N=6) 

Holandesas lactantes;

▪ Amostras coletadas no D20 pós-IATF. 



5353

Células da CérvixPBMC

Leucócitos totais do leite Leucócitos totais do sangue
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55(Mendina et al., 2024)
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ISG15 was determined in blood leukocytes 

on d19 and in the vagina and cervix on 

d17, d19, and d21

Embryonic attachment, as determined by 

10% increase in PAG

after d17, was used to identify pregnancy

EmbriãoPAGISG ISG

PAG
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Vagina

Cervix
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60



61
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▪ Mortalidade embrionária 

precoce;

▪ Indução de ISGs por outros 

estímulos (infecções 

virais).

▪ IFN-τ não sinalizando o 

suficiente para estimular a 

expressão de ISGs

▪ Ineficácia da técnica de 

amostragem 

Falso-Positivo Falso-Negativo
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 Espectroscopia Raman



64(Reis, 2024)



 Metabolômica no soro

65



 Metabolômica no soro

66

Figure 3. Partial Least Squares Discriminant Analysis

(PLS-DA) of serum metabolites treatments. FP: false-

positive; P: pregnant; NP: non-pregnant.
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Figure 9. Probability of being pregnant at confirmatory diagnosis (D55–60) based on the concentration of significant metabolites.

P = 0.02

 Metabolômica no soro



 Mensuração de IFN-tau no útero

68

D18 D20
0

20
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100
P=1.0 P<0.01

N=24/55 N=7/58 N=16/38N=19/44

43,6% 43,1%

12%

42,1%

Fêmeas Inseminadas DG 60
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O dispositivo portátil desenvolvido pela startup 

de biotecnologia australiana Agscent. 

O projeto de validação de campo contou com 

financiamento e apoio científico da Meat & 
Livestock Australia (MLA) (projeto B.AWW.0007)

https://agscent.com/


 "Breathomics"  → Análise do Metaboloma do Hálito

 Mudanças metabólicas alteram a assinatura química de Compostos 
Orgânicos Voláteis (VOCs) na circulação sanguínea. 

 Troca gasosa entre pulmão e sangue periférico: VOCs alterados são 
excretados continuamente por meio da respiração do animal.

  Detecção por nano sensores (NASA)

70



https://www.youtube.com/watch?v=lwQlIqGf7uE
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Promessa:
• US$ 10 mil

• A partir de 18 dias pós-IA

• 30 segundos

Realidade:
• Sem comprovação científica

• Só relatório técnico de prova de 

conceito publicado

Limitantes: 
• Validar em diferentes condições

• Disponibilidade do equipamento
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A campo (em tempo real): 
US Modo B e Doppler

Laboratório (moleculares): 

PAGs 

Genes estimulados por IFN-tau (ISGs)

IFN-tau

Novas moléculas ou Assinatura (fingerprint)



 Ferramentas a campo

 Ultrassonografia Doppler (realidade a campo)

▪ Antecipa detecção da prenhez em programas em Tempo Fixo

▪ Ferramenta que permite com alta acurácia identificar as fêmeas não-

gestantes com 20-22 pós-inseminação

▪ Limitações

▪ Veterinários especializados

▪ Equipamentos regulados

▪ Interpretação → Inteligência Artificial

77
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Ainda sem acurácia superior ao veterinário treinado
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080

Mais pesquisas usando IFN-t, PAGs e ISGs como 

biomarcadores de prenhez;

Utilização de metodologias mais rápidas e sensíveis (PCR 

digital);

Associação de técnicas moleculares com 

Ultrassonográficas.
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Pesquisadores, empresas e fazendas parceiras



@lfem_usp

Contato: gpugliesi@usp.br
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