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Resumo

OLIVEIRA, Eduardo Ramos. Avaliacdo do potencial de recuperacéo oocitaria, producéo
de embrido e gestacdo em doadoras da raca GIR. 2011. 51 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria)-Universidade José do Rosario Vellano, Alfenas, 2011.

A produgdo de embrides bovinos teve um aumento acentuado na ultima década. No Brasil, esse
aumento foi diretamente relacionado a melhoria da producdo de embrides in vitro, particularmente em
rebanhos leiteiros. O presente experimento utilizou a ultrassonografia transvaginal para a aspiracao de
foliculos ovarianos e produgfo in vitro de embrides em bovinos da raga Gir (racas zebuinas leiteiras)
no intuito de avaliar o potencial de doadoras para a recuperagdo oocitaria, produgdo de embrides e
gestacdo. As vacas foram suplementadas com silagem de milho e concentrado a base de milho, soja,
vitaminas e minerais, de acordo com as exigéncias nutricionais. Todos os procedimentos de aspira¢ao
foram precedidos de sincronizagdo da onda de crescimento folicular 5 dias antes a aspiracdo, através
de implante auricular de norgestomet, 3 mg de benzoato de estradiol e 0,530 mg de cloprostenol
sodico. Dados da empresa privada (Biotran® - LTDA), recuperados dos ultimos trés anos foram
incluidos. As aspira¢des foliculares foram realizadas de acordo com os procedimentos basicos:
utilizou-se o dispositivo de ultrassom (Pie-Medical Esaot Akila) e um sistema de vacuo (pressdo de 80
mmHg) com uma agulha descartavel 20G em uma extremidade e um tubo coletor (50 ml) na outras.
Somente pungdes com recuperagdo de pelo menos um odcito foram consideradas, um total de 626
sessoes de aspiragdo de 251 animais (> 60 dias apds o parto) foram utilizados. Os 06citos recuperados
foram classificados de acordo com as camadas de células do cumulus e o aspecto do citoplasma.
Utilizou-se sémen sexado (X) da raga Gir com a fertilidade comprovada. De acordo com o total de
odcitos recuperados as vacas foram ordenadas em quartis. O total de odcitos, bem como os viaveis e
invidveis, a conversao para embrides, € o nimero de gestagdes produzidas em cada sess@o de puncgio
foram comparados entre o primeiro ¢ o quarto quartil. Os dados foram analisados por ANOVA one-
way (versdo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Diferengas entre o primeiro e quarto quartis
foram acessadas pelo teste t de Student e os dados de frequéncia foram avaliados pelo teste exato de
Fisher. A recuperagdo de odcitos (Total e viaveis) e a produgdo de embrides, bem como o niimero de
gestacdes (média + DP por sessdo) foram maiores (P <0,0001) nos animais do primeiro quartil (41,6 £
10,6 vs 6,7 + 3,1 odcitos; 29,1 + 11,0 vs 4,5 = 2,7 viaveis, 8,6 = 5,7 vs 1,8 + 1,8 embrides;) as taxas de
gestacao foram de 46,0% 44,9%, 43,9% e 45,6% para o I, I, IIl e IV quartil respectivamente. A taxa
de conversao dos oocitos viaveis para embrido foi maior (P <0,03) em animais do quarto quartil
quando comparado ao primeiro (51,1 vs 31,9%). A interpretagdo foi de que na raga Gir, os animais
com maior potencial de recuperag@o oocitaria produzem em média 40 odcitos vidveis e oito embrides
em cada sessdo do TGFa. Baseada no potencial de recuperacdo oocitaria resulta em um aumento
absoluto, mas ndo relativo, na producdo de embrides.

Palavras -chave : OPU. Bovino. GIR.Embrido



Abstract

OLIVEIRA, Eduardo Ramos de. Assessment of oocyte recovery potential, production
Pregnancy and embryo donors Gir.2011. 51 f. Dissertation ( Master’s in Medicine
Veterinary)-Universidade José do Rosario Vellano, Alfenas, 2011.

The production of bovine embryos had a pronounced increase in the last decade. In Brazil, this
increase was directly related to the improvement of the in vitro embryo production, particularly in
dairy cattle. The present experiment used the transvaginal ultrasound-guide for ovarian follicle
aspiration (TGFA) and in vitro embryo production in Gyr cattle (dairy zebu breed) to assess the
potential of the donator for oocyte and embryo production. Data from a private company (Biotran —
Alfenas, MG - Brazil), recovered for the last three years were included in this study. Cows were
supplemented with corn silage and a mixture of corn, soybean, vitamin and minerals, according to
their nutritional requirements. The ovarian follicular wave was synchronized 5 days before TGFA.
Briefly, auricular implant and intramuscular injections of 3 mg of estradiol benzoate and 0.530 mg of
sodium cloprostenol. The TGFAs were performed according to the same basic procedures: using the
ultrasound device (Pie-Medical Esaot Akila) and a vacuum system (pressure of 80 mmHg) with a
disposable 20G needle in one extremity and a collector tube (50 ml) in the other. Only TGFAs with at
least one oocyte recovered were considered, and a total of 178 TGFAs sessions from different Gyr
cows (= 60 days after parturition) were used. The recovered oocytes were classified according to the
cumulus cells layers and cytoplasm aspect. Sex-sorted (X) semen with proved fertility was used for in
vitro fertilization and embryo production. According to the total recovered oocytes the cows were
ordered in one of the 4 quartiles, with the top 25% (1* quartile), the median 50% (2™ and 3™) and the
bottom 25% (4™ quartile). The average of recovered oocyte (total, viable and unviable), total embryo
and the number of pregnancies produced in each TGFA session were compared between the first and
the fourth quartiles. Conversion rates (%) of the total and viable oocytes to embryo, viable oocytes to
pregnancy and embryo to pregnancy were also performed. Data were analyzed by one-way ANOVA
(9.2 Version; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Differences between the first and fourth quartiles
were accessed by Student’s t-test and frequency data were evaluated by Fisher’s Exact test. The
production of oocytes and embryos, and the number of pregnancies (mean = SD by session) were
higher (P< 0.0001) in the animals of the first quartile (41.6 + 10.6 vs 6.7 £ 3.1 oocytes; 29.1 + 11.0 vs
4.5 £2.7 viable; 8.6 £ 5.7 vs 1.8 = 1.8 embryos). The rate of pregnancy was 46.0%, 44.9%, 43.9% and
45.6% for the I; II; III and IV respective. The conversion rate of the viable oocytes to embryo was
greater (P< 0.03) in animals from the fourth quartile (51.1 vs 31.9%). The interpretation was that for
Gyr breed the animals with high donator potential produce in average 40 viable oocytes and 8 embryos
in each session of the TGFA. The data suggest that the selection of the animals with high potential for
oocyte production can improve the absolute but not relative number of the in vitro embryos produce.

Keywords: OPU. Bovine. GIR. Embryo
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1- INTRODUCAO

A bovinocultura de leite ¢ uma das atividades mais importantes do agronegodcio
mineiro. O Estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor de leite do Brasil, sendo responsavel
por 28% da producdo nacional. A cadeia produtiva leiteira estd presente em todas as regides
do estado, empregando mdo de obra de aproximadamente 576 mil empregos diretos,

faturando aproximadamente R$ 2,4 bilhdes e garantindo renda para parte da populagio’.

Para se manter nessa posi¢do, o investimento em biotecnologias reprodutivas ¢ de
grande importancia, uma vez que a multiplicacdo de individuos geneticamente superiores
pode possibilitar um incremento na produtividade dos rebanhos, reduzindo assim custos de

producao.

Atualmente, o Brasil ocupa posi¢do de maior produtor de embrides bovinos do mundo,
particularmente pela producdo de embrides in vitro, sendo responsavel por aproximadamente
25% do total de transferéncias realizadas (Thibier, 2008). Segundo Viana (2010), em 2008
foram transferidos mais de 285.000 embrides. A produgdo de embrides in vivo e in vitro sio
técnicas que possibilitam aumentar o nimero de descendentes de animais geneticamente
superiores. Entretanto, os altos custos inerentes ao processo restringe seu uso a um numero

limitado de rebanhos.

A populagdo bovina no estado de Minas Gerais ¢ constituida predominantemente por
rebanhos leiteiros, nos quais 80% dos individuos s3o da raca Gir ou de seus cruzamentos,
caracterizando sua importancia econdmica. Nos ultimos cinco anos observou-se, expressivo
aumento do uso da FIV na raca Gir, tanto para a produgdo de reprodutores e matrizes quanto
para a producao de mesticos F1 (VIANA et. al., 2010). Em ambos os casos, a eficiéncia da
producdo de embrides ¢ limitada por caracteristicas inerentes as doadoras, incluindo variagdes
em caracteristicas ovarianas como a reserva ovariana e o perfil de recrutamento folicular.
Otimizar a produgdo de embrides pode contribuir para uma melhor compreensao destas
caracteristicas, reduzindo os custos e aumentando a eficiéncia dos programas. Desta forma a
tecnologia poderia se tornar viavel para criadores, contribuindo para uma maior produtividade

e lucratividade do setor.

! http://www.indi.mg.gov.br/perfil/setores/ai.html (Mar 2009)




A produgido de embrides seja in vivo (TE) ou in vitro (PIVE) é caracterizada pela
inconstancia nos resultados, que podem ocorrer nas diversas etapas no processo (COSTA,
2004), interferindo diretamente no resultado final. Na produgdo in vitro de embrides, estas
etapas sao: aspiracdo folicular; maturagdo in vitro; fecundagao in vitro; cultivo e transferéncia
dos embrides para receptoras previamente sincronizadas. Geralmente os valores médios de
producdo de embrides sao utilizados para coordenar as etapas do programa. No entanto, os
resultados em cada uma das etapas sdo bastante variaveis, o que dificulta a otimizagdo do

Processo.

A aspiragdo folicular ¢ a primeira etapa do processo e estd diretamente relacionada ao
resultado final do processo de PIVE. O conhecimento prévio do potencial de producdo de
embrides de cada doadora permitiria um melhor planejamento das atividades subsequentes,
otimizando todo o processo. A preparacdo de receptoras, por exemplo, poderia ser melhor
organizada, reduzindo gastos com receptoras ndo utilizadas e evitando o descarte de embrides

por falta de receptoras em casos de producao acima da média geral.

Possivelmente, variacdes nos resultados de recuperagdo de oocitos estdo relacionadas
a diversos fatores, entre eles a raga. Segundo Seneda et. al. (2005), animais da ra¢a Nelore, ou
vacas zebuinas em geral, normalmente apresentam um nimero maior de foliculos recrutados
por onda, e consequentemente um numero maior de odcitos recuperados quando comparados
a vacas de raca europeia. Individuos de uma mesma raga também apresentam variagdes
significativas na recupera¢ao oocitaria, que podem ser devidas a diferencas em parametros
fisiologicos e enddcrinos relacionados, por exemplo, a producdao de leite e/ou manejo

alimentar.

2 - Hipoteses

2.1. Existe uma variagdo significativa na recuperagdo de oocitos por aspiracdo folicular em

diferentes animais da raga Gir

2.2. A variagao na recuperagdo de odcitos pode ser utilizada como indicativo do potencial de

cada animal como doadora

2.3 A conversao de odcito para embrido e taxas de gestagdes podem estar relacionadas com a

quantidade de odcitos recuperados



3 - Objetivo

Caracterizar a recuperagdo oocitaria, produgdo de embrides e gestagdes de doadoras da
raca Gir provenientes de rebanhos leiteiros situados no sul do Estado de Minas Geriass

definindo grupos de animais em quartis de acordo com a recuperagao oocitaria.

4 - REVISAO DE LITERATURA

4.1- ASPIRACAO FOLICULAR E A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

A produgdo de embrides em laboratorio (produgdo in vitro ou PIV) ¢ uma técnica
relativamente recente, mas que vem ganhando crescente importancia como ferramenta para
multiplicagdo de gendtipos superiores. A técnica tornou-se mundialmente conhecida apods o
nascimento de Louise Brown, conhecida como o primeiro “bebé de proveta”, em 1978
(STEPTOE & EDWARDS, 1978). O primeiro nascimento de bezerro produzido in vitro
ocorreu em 1981 (BRACKETT et. al., 1982). O uso comercial da PIV, contudo, so6 foi
possivel com o desenvolvimento de procedimentos que possibilitassem a recuperacdo dos
odcitos de doadoras vivas, como o caso da aspiracdo folicular orientada por ultrassom (Ovum
Pick up, OPU). O primeiro relato do uso da técnica de puncgdo folicular transvaginal na
recuperagdo de oocitos em bovinos foi feito por Picterse et. al. (1988), e as potenciais
vantagens técnicas e econdmicas levaram a uma rapida difusdo da puncdo folicular entre os
grupos de pesquisa em PIV (GALLI et. al., 2001). A associagdo das técnicas de pungdo
folicular e PIV foram consideradas como uma alternativa aos programas classicos de

superovulagdo e transferéncia de embrides (HASLER, 2003).

Na ultima década, a produgéo in vitro de embrides aumentou de forma expressiva no
Brasil. Laboratorios comerciais comegaram a ter sucesso real e se multiplicar, a quantidade de
embrides produzidos in vitro saltou de nimeros inexpressivos em 1998 para perto de 255.993
em 2009 (VIANA, 2010). Dentre os fatores que contribuiram para a expansao no uso da PIVE
estdo as particularidades da fisiologia reprodutiva das racas zebuinas, como o maior nimero
de foliculos em crescimento disponiveis nos ovarios e, consequentemente, no maior numero
de complexos cumulus-oo6cito (COCs) recuperados na aspiragao folicular (VIANA et. al.,
2004), quando comparado com os resultados obtidos com ragas européias (VAN

WAGTENDONK-DE LEEUW et. al., 2006).



Apesar de contornar algumas limitagcdes da superovulagdo, uma vez que nao depende
da estimulagdo hormonal, a produ¢ao in vitro de embrides também ¢ caracterizada por uma
baixa eficiéncia relativa, considerando-se as taxas de blastocisto e de gestagdes obtidas
(CAMARGO et. al., 2006). A produgdo de embrides in vitro é um processo constituido
essencialmente por trés passos, a matura¢ao do odcito, a fertilizagdo e o subsequente cultivo
do zigoto, todos limitantes para o resultado final (LONERGAN et. al., 2003). Entretanto,
assim como na superovulagdo, o componente doadora ¢ uma das principais fontes de variagao
nos resultados. Conforme afirmam Sirard et. al. (2006), “As condi¢des do cultivo in vitro
apenas possibilitam ao o0cito a expressao de seu potencial de desenvolvimento, de forma que
a producdo in vitro de embrides bovinos é limitada, mesmo em condicdes ideais de cultivo,

pelas caracteristicas iniciais dos odcitos cultivados”.

O odcito ¢ o gameta feminino que contribui ndo somente com metade do seu material
genético, mas também com praticamente todo o seu citoplasma para a formacao do zigoto,
suplementando as transcrigdes e sinteses proteicas necessarias para o desenvolvimento inicial
embrionario. Este ambiente citoplasmatico do odcito oferece condi¢des necessarias para a
ativacdo do genoma embrionario para que, sequencialmente, o embrido continue o seu
desenvolvimento. Desta maneira, a qualidade oocitaria ¢ essencial para o desenvolvimento
futuro do embrido, considerando o fato que uma apropriada ativagdo do genoma embrionario

¢ a chave fundamental para o seu desenvolvimento subsequente (SCHULTZ, 2002).
4.2 Dinamica e divergéncia folicular

O numero de foliculos em fase antral varia ao longo do ciclo estral, em fun¢do do
padrdo de crescimento folicular nos bovinos (ADAMS et. al., 2008). A dindmica folicular,
nesta espécie, ¢ caracterizada pelo surgimento de sucessivas ondas de crescimento folicular ao
longo do ciclo estral, nas quais um conjunto de foliculos com didmetro entre dois e quatro
milimetros ¢ mobilizado, progredindo seu desenvolvimento (KNOPF et. al., 1989;

DRIANCOURT et. al., 1991; TAYLOR & RAJAMAHENDRAN, 1991).

Grande atencao foi dada a caracterizacao do padrio de crescimento folicular em ondas,
e ao processo de divergéncia e estabelecimento da dominancia folicular, ndo apenas em
bovinos, mas em diversas espécies domésticas de interesse zootécnico (GINTHER et. al.,
2003). A dinamica folicular afeta diretamente os resultados da producdo de embrides, seja in
vivo ou in vitro (HUMBLOT et. al., 2005). O mecanismo de dominancia envolve a produgao

de estradiol e inibina, que acarretam reducdo na concentragdo circulante de FSH e, como



consequencia, atresia dos foliculos subordinados (ADAMS et. al., 2008). O efeito deletério da
presenca de foliculos dominantes funcionais sobre a qualidade morfologica e capacidade de
desenvolvimento in vitro de odcitos (LONERGAN et. al., 2008) ou sobre o niimero e
qualidade de embrides recuperados apods a superovulagdo convencional (BO et. al., 2008) ¢
bem conhecido. O desenvolvimento de diferentes estratégias de sincronizagdo do
crescimento folicular permite hoje estabelecer protocolos que evitam estes efeitos e
maximizam a produgdo de embrides, seja in vitro ou in vivo (BARUSELLI et. al., 2006). Os
protocolos de sincronizacdo de doadoras, contudo, apenas garantem a presenca de foliculos
com maior viabilidade, pelo controle do momento da emergéncia, ndo havendo evidéncias de

que afetem o niimero de foliculos na onda, ou seja, o potencial intrinseco das doadoras.

A caracterizacdo do fendmeno da co-dominancia trouxe nova atencdo a questio da
populacdo folicular durante as ondas de crescimento. A codominancia ¢ responsavel pela
ocorréncia de duplas ovulagdes e gestacdes gemelares, indesejaveis em bovinos leiteiros por
sua associacdo com problemas de gestacdo e parto (LOPEZ-GATIUS et. al., 2005), mas
representa um modelo bioldgico interessante para o estudo de falhas no mecanismo de
divergéncia (LOPEZ et. al., 2005). A presenga de foliculos codominantes pode ser induzida
experimentalmente pela elevacdo da concentracdo de FSH, contudo o papel deste mecanismo
em situagdes reais ¢ controverso (KULICK et. al., 2001; BEG et. al., 2003). Entretanto, em
rebanhos selecionados para dupla ovulagdo, observou-se um aumento no niumero médio de
foliculos de todas as categorias (ECHTERNKAMP et. al. 2004), evidenciando a relagao entre
populacao folicular e padrao de crescimento folicular. Apenas recentemente, o fenomeno foi
descrito em zebuinos, na raga Nelore (GIMENES et. al. 2008), ndo havendo relatos da sua

incidéncia no Gir.

4.3 Perfil endécrino

As fases iniciais do crescimento folicular ndo dependem da estimulacdo dos
hormonios hipofisarios, pois podem acontecer mesmo na sua completa auséncia destes
(GONG et. al., 1995), e parecem ser controladas por fatores locais. A acdo intraovariana de
diversos fatores de crescimento foi melhor caracterizada no final da fase pré-antral e no inicio
da fase antral (Crowe, 1999), periodo no qual o numero de foliculos destinados a atresia
aumenta. Fatores de crescimento como o IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina I)

aumentam a mitose das células da granulosa, induzem a formagdo de receptores para FSH,



potencializam a esteroidogénese induzida pelo FSH e diminuem a incidéncia de apoptose,
sendo considerados como necessarios para a sobrevivéncia dos foliculos (CHUN & HSUEH,
1998). A administracdo de hormonio do crescimento em bovinos resulta no aumento do
nimero de foliculos em crescimento nos ovarios (LUCY et. al., 1994), ¢ este efeito tem sido
atribuido ao aumento na concentrag¢do intraovariana de IGF-I. Seu uso foi proposto como
alternativa para aumentar o numero de foliculos disponiveis para a puncao folicular
(BURATINI JR., 2000, TRIPP et. al., 2000). Os resultados do pré-tratamento com bST,

contudo, sdo inconsistentes, sugerindo uma possivel interacao entre IGF e reserva ovariana.

A associagdo entre concentracdo plasmatica de IGF e recrutamento folicular também
pode ser observada em rebanhos selecionados para dupla ovulagdo, nos quais o aumento no
numero de foliculos em crescimento foi associado a concentracdes consistentemente mais
elevadas de IGF plasmatico (ECHTERNKAMP et. al., 2004), e em rebanhos leiteiros de alta
produgdo, que apresentam maior incidéncia de duplas ovulagdoes (SARTORI et. al., 2005) e
nos quais a pressao de selecdo para produgdo foi associada ao aumento no IGF plasmatico.
Coerentemente, ragas zebuinas, que apresentam maiores médias de recuperagao de oocitos por
aspiracdo folicular quando comparadas a ragas taurinas (VIANA et. al, 2004; VAN
WAGTENDONK-DE LEEUW et. al., 2006).

Uma vez atingida a fase antral, os foliculos se tornam inicialmente sensiveis e,
posteriormente, dependentes da estimulagdo gonadotréfica. A imunizagdo contra o GnRH
bloqueia a liberagdo de LH e FSH, e resulta em anestro, com o crescimento folicular sendo
paralisado acima de quatro milimetros (CROWE, 1999). Este didmetro estd associado a uma
série de mudancas metabolicas nas células da granulosa, como a expressdao de RNAm para as
enzimas P450 aromatase e P450 clivadora da cadeia lateral (P450SSC), que indicam a
aquisi¢ao da capacidade esteroidogénica e consequente especializacdo destas células (BAO &
GARVERICK, 1998). Foliculos com diametro superior a quatro milimetros dependem da
estimulacdo gonadotrofica para seu crescimento, sendo o FSH o principal fator de
sobrevivéncia durante este periodo, atuando de maneira sinérgica com outros hormonios e
fatores de crescimento (GONG et. al., 1996). A concentra¢do plasmatica de FSH flutua ao
longo do ciclo estral, de maneira coordenada com o padrao de crescimento folicular, e a
associagdo temporal entre estes dois fatores foi demonstrada durante o ciclo estral (GINTHER
et. al., 1995; BERGFELT et. al., 1997). Desta forma, qualquer avaliagdo de padrio de
crescimento e viabilidade de foliculos durante as ondas de crescimento deve considerar o

efeito de variacdes na liberagdo de gonadotrofinas.



4.4 Genética e producéo de embrides

De maneira geral, as caracteristicas reprodutivas na fémea bovina apresentam baixa
herdabilidade (0,04 a 0,16 para parametros como intervalo parto — 1° cio, cistos foliculares,
abortos, retencdo de placenta e intervalo de partos), o que limita a possibilidade da obtengao
de ganhos por programas de selegdo genética (PATERSON et. al., 1992; SPLAN et. al.,
1998). Pelo menos em parte, esta baixa herdabilidade pode estar associada a dificuldade de
avaliacdo ou mensuragdo direta dos parametros fisiologicos envolvidos, além do grande
numero de fatores de ambiente e de outras fontes de confundimento, como diferencas nas
técnicas de diagnostico ou estudo. A facilidade de acesso aos Orgdos genitais e aos gametas
resultou em avangos bem mais expressivos na identifica¢do de componentes genéticos

associados a reproducdo nos machos (MIALON et. al., 2001).

A produgdo de embrides in Vvivo é uma caracteristica complexa, resultante da
combinagdo da raga e Status ovariano da doadora, do tipo, dose e protocolo hormonal
utilizado, da qualidade do sémen e inseminagdo, e da habilidade do técnico na coleta, o que
pode explicar a inconsisténcia observada em estudos de herdabilidade para esta caracteristica.
Tonhati et. al. (1999) estimou uma herdabilidade de 0,03 para o numero de embrides
transferiveis em animais da raga holandesa, concluindo que esta ndo seria uma caracteristica
passivel de selecdo em programas de melhoramento. Um estudo posterior, contudo, estimou
uma herdabilidade entre 0,20 e 0,65 para a mesma caracteristica na raca nelore (PEIXOTO et.

al., 2004), com uma conclusio oposta a anterior.

A produgdo in vitro de embrides em escala comercial ¢ um fenémeno recente no
Brasil, e tem pouca expressdo nos paises desenvolvidos (VIANA & CAMARGO, 2007).
Desta forma, inexistem trabalhos conclusivos sobre herdabilidade do numero ou potencial de
desenvolvimento dos odcitos recuperados por aspiracdo folicular. Entretanto, como a
populacdo de foliculos disponiveis para aspiracdo ¢ a mesma estimulada durante a
superovulagdo, ¢ provavel que este parametro responda por parte da herdabilidade observada

no numero de ovulagoes.

Desta forma, tanto na produ¢ao de embrides in vivo quanto in vitro, a identificagdo dos
possiveis componentes genéticos, a estimativa correta da herdabilidade e a selecdo de
doadoras pelo seu potencial de produ¢do sao limitados pela falta de parametros fisioldgicos e
endocrinos que permitam caracterizar corretamente os fenotipos em questdo. A possibilidade

da selecdo (direta e indireta) para caracteristicas associadas ao potencial como doadoras ¢



sugerida pelas caracteristicas ovarianas e endocrinas de rebanhos selecionados pela dupla
ovulagio (ECHTERNKAMP et. al., 2004), e também pela identificacdo de QTLs para
gemelaridade nos cromossomos 8, 10 ¢ 21 (COBANOGLU et. al., 2005).

Estima-se que mais de 80% do rebanho nacional, hoje superior a 165 milhdes de
cabecas, seja formado por animais de ragas zebuinas ou seus cruzamentos. Considerando-se
que foram importados da India apenas 6.300 animais, é esperado encontrar-se um nivel
consideravel de endogamia nos rebanhos (JOSAHKIAN, 2005). Na raca Gir, o coeficiente de
endogamia da populacdo foi considerado baixo (2,82%), mas contrastante com um percentual
de animais endogamicos elevado (REIS FILHO, 2006). A pratica da manutencdo de rebanhos
fechados, antes do inicio dos testes de progénie, pode explicar esta diferenca, indicando uma
possivel variagdo em caracteristicas genéticas entre linhagens. Por outro lado, o uso intensivo
de biotecnias reprodutivas pode intensificar o aumento da endogamia e perda de variabilidade
genética na raga, incluindo para caracteristicas relacionadas a fertilidade a campo, mas nao
necessariamente relacionadas a performance dos animais como doadores de sémen ou

embrides.
4.5 Reserva ovariana

Em todas as fémeas mamiferas, a reserva de odcitos € estabelecida durante a vida fetal
e pos-natal inicial, sendo gradualmente mobilizada apds o nascimento, durante toda a vida
reprodutiva (LEIBFRIED-RUTLEDGE, 1999). O chamado “pool” de reserva ¢ constituido
por foliculos primordiais, que podem permanecer por anos em um estado quiescente, ou
iniciar um processo irreversivel de desenvolvimento e que culmina com a ovulacdo ou, na
maior parte das vezes, com a atresia (FINDLAY, 1994; ERICKSON & SHIMASAKI, 2001).
Apesar de constituirem a maior parte dos foliculos presentes nos ovarios, os estddios iniciais
de desenvolvimento sdo os menos conhecidos, e os fatores responsaveis pelo controle do
inicio do crescimento folicular ndo sdo totalmente compreendidos (PICTON, 2001).
Entretanto, parece haver uma relagdo inversa entre tamanho da reserva de foliculos
primordiais e a propor¢dao de foliculos que iniciam seu desenvolvimento (GOUGEON &
CHAINEY, 1987; HIRSHFIELD, 1994). Esta relacdo faz com que o nimero de foliculos em
desenvolvimento se mantenha em um determinado patamar ao longo da vida reprodutiva, até
que a reserva de foliculos primordiais seja esgotada. Desta forma, o nimero de foliculos em
fase antral observado durante o ciclo estral pode refletir, pelo menos em parte, a reserva de

foliculos primordiais presente (GULEKLI et. al., 1999).



Nao existe uma metodologia que permita a determinagcdo da reserva ovariana na
doadora viva, entretanto ha elevada repetibilidade no nimero de foliculos recrutados por
onda; (Boni et. al., 1997) sugere que a relagdo entre reserva ovariana e recrutamento seja
verdadeira também em bovinos. Avaliagdes do padrao de crescimento folicular, desde que
realizados no mesmo momento do ciclo e em animais apresentando status fisioldgico
semelhante poderiam, desta forma, dar um indicativo da reserva de um determinado animal e,
talvez, do seu potencial futuro como doadora, particularmente considerando a extrema
variagdo observada no nimero de foliculos primordiais presentes mesmo em animais pré-

puberes (ERICKSON et. al., 1976).

Testes de reserva ovariana sdo rotineiramente empregados previamente a ciclos de
reproducao assistida na medicina humana (BUKULMEZ & ARICI, 2004). Entre estes testes,
estdo a avaliacdo das concentragdes basais de estradiol, FSH, inibina B, hormoénio
antimiilleriano, além do teste do citrato de clomifeno. As avaliagdes endodcrinas, contudo, sdo
uma medida indireta do crescimento folicular, e os resultados destes testes nem sempre sao
consistentes, sendo seu uso motivo de controvérsia (BROEKMANS et. al., 2006). A
contagem direta dos foliculos antrais por ultrassonografia mostrou-se mais efetiva na predi¢ao
dos resultados da PIVE que os testes endocrinos (Avril, 2006). Contudo, a associagdo de
avaliagdes diretas da populagdo folicular com pardmetros fisicos (tamanho de ovario),
hemodinamicos e endocrinos pode ser a melhor alternativa para a avaliagdo da reserva

ovariana.
5 — Material e Métodos

O presente experimento foi realizado entre os meses de fevereiro de 2008 e fevereiro
de 2011, e utilizou vacas e novilhas da raca Gir, puro de origem (PO), pertencentes ao
rebanho da empresa Biotran LTDA, e de rebanhos da regido sul do Estado de Minas Gerais.
Os animais foram mantidos em um sistema de cria¢do a pasto, com suplementag¢ao que atende
a demanda nutricional. Previamente as aspiracdes, os animais foram submetidos a um
protocolo hormonal objetivando sincronizar o crescimento folicular e permitir a realizagao do
procedimento no inicio da onda folicular. Foram realizadas 626 sessdes de aspiracdo em 251
animais diferentes, sendo que alguns animais foram submetidos a mais de uma sessdo de
aspiragdo, conforme indicado na Tabela 1. A produgéo in vitro de embrides foi realizada no
laboratdrio comercial da empresa Biotran, sendo todos os o6citos fecundados utilizando-se

sémen sexado para fémea da raca Gir.



Tabela 1: Numero de animais e sessoes de aspiragdo folicular que foram submetidos.

Numero de animais Sessdes de aspiracéo folicular
251 1
121 2
73 3
55 4
36 5
30 6
19 7
14 8
8 9
6 10
5 11
4 12
2 13
2 14

Total 626 e

5.1 - Sincronizacgao

A sincronizacdo dos ciclos estrais foi realizada por meio de protocolos convencionais,
pela associagio de implantes auriculares de norgestomet (crestar”, Intervet), 2ml de benzoato
de estradiol (Ric-be® Intervet) utilizando-se agulhas 40X12 ¢ seringa de 3ml e 0,530 mg de
cloprostenol sodico (ciosin® Intervet) utilizando-se agulhas 30X12 e seringa de 3ml. O dia do
inicio do protocolo foi considerado como dia 0 do ciclo, os animais foram submetidos a

aspiracao folicular 5 dias apds o inicio do mesmo.
5.2 - Aspiracao folicular orientada por ultrassonografia

A aspiragdo folicular para obtencdo dos COCs foi realizada utilizando-se os
procedimentos convencionais, conforme previamente descrito (LEROY et. al., 2005). Foi
utilizado um aparelho portatil de ultrassom (Aquila Vet”, Esaote) equipado com um
transdutor micro convexo intravaginal de 7,5 MHz, acoplado a um dispositivo-guia para

agulha de puncdo. As pungdes para obtengdo de COCs foram realizadas com agulhas



descartaveis de 0,6 e 0,8 mm de diametro interno e externo, respectivamente, ¢ 50 mm de
comprimento (WTA®). A agulha estava conectada por meio de circuito de teflon (WTA®) a
um recipiente (tubo do tipo falcon de 50 ml) contendo 5 ml DPBS (Nutricell®), acrescido de

25 pg/mL de heparina (foto 1). O sistema de succ¢do foi mantido por uma bomba de vacuo

(WTA™) calibrada para sugar 12 mL de meio por minuto.

Foto 1 — Equipamentos utilizados para Foto 2 — Procedimento de aspiragdao

aspiracao folicular guiada por ultrassom

Previamente a cada sessdo de coleta foi feita anestesia epidural pela aplicacdo de 3 mL
de lidocaina a 2% (Lidovet®) entre a 1* ¢ a 22 vértebras coccigeas utilizando-se agulha 40X12
e seringa de Sml. A vulva e a regido perineal foram cuidadosamente limpas ¢ desinfetadas.
Apos o posicionamento do transdutor na extremidade cranial da vagina, os ovarios foram
movimentados manualmente por via retal, de forma a permitir maior proximidade entre os
foliculos e o sistema de puncdo. O aspirado folicular foi coletado em tubos do tipo falcon de
50 mL, mantidos a temperatura de 37°C (foto 2). ApOs a coleta o material aspirado foi

encaminhado ao laboratorio para identificagdo e classificacao dos odcitos recuperados.
5.3 - Preparo do material aspirado

Imediatamente apos cada sessdo de aspiragdo, o material foi encaminhado a um
laboratorio onde o conteudo aspirado foi lavado com uma solugdo DPBS aquecida a 37°C em
filtro de coleta de embrides WTA®, para separagdo do sangue eventualmente aspirado.
Posteriormente o contetido foi transferido para placas de petri descartdveis de 90 mm de
diametro com o fundo quadriculado, nas quais as estruturas recuperadas foram identificadas
com auxilio de estério-microscopio. Os COCs foram separados e acondicionados em placas
de petri descartaveis de 35 mm contendo uma gota com 70 ul de meio de lavagem (TCM-heps

acrescido de bicarbonato de sddio), onde foram contabilizados e classificados para posterior



encaminhamento ao laboratorio de produgdo in vitro de embrides que estava a um alcance de

no méximo 8 horas (foto 3).

Foto 3 — Equipamento do Laboratério de Campo

5.4 Avaliacdo morfoldgica dos COCs recuperados

Como critério de selecdo morfoldgica dos odcitos foi utilizada a classificacdo descrita
por Viana et. al. (2004). Resumidamente, os complexos cumulus-oécito (COCs) foram
classificados em fun¢do do nimero de camadas e o grau de compactagdo do cumulus, pela
coloragdo e uniformidade do citoplasma, como Grau I (excelentes), II (bons), III
(parcialmente desnudos), IV (desnudos) ou V (atrésicos). Cada doadora submetida a sessao de
aspiracgdo teve suas informagdes de recuperacao de oocito dividida por categorias mensuradas
e anotadas em planilhas de campo proprias, para posterior divisdo dos animais em quartis de

acordo com a recuperacao de COCs.

O critério utilizado para avaliar o potencial individual da doadora foi o numero total de
odcitos recuperados. Nos casos em que o mesmo animal foi submetido a mais de uma coleta
somente a coleta com maior recuperagdo de oocitos totais foi considerada. Seguindo este
critério os animais foram separados em 4 quartis de acordo com o total de odcitos recuperados
e as médias de recuperagdo de odcitos vidveis, producdo de embrides e percentagem de

prenhes foram comparadas entre os quartis.



5.5 Avaliacéo do potencial de desenvolvimento in vitro

O potencial de desenvolvimento dos COCs foi estimado pelo resultado na produgéo in
vitro de embrides provenientes dos o6citos recuperados por aspira¢ao folicular guiada por
ultrassom. Os cultivos foram feitos separadamente, por doadora. A maturagdo in vitro foi
realizada em meio TCM 199 acrescido de 10% de soro de vaca em estro e 20ug/mL de FSH,
em pogos com 400 pL, em estufa incubadora a 38,5 °C, com 5% de CO2 em ar atmosférico e
95% de umidade, por 24 horas. Apos a MIV, os COCs foram fecundados com sémen de
touros Gir previamente testados na PIV. Para preparagdo dos espermatozoides foi utilizado o
método da centrifugagdo em gradiente de percoll. Em seguida os espermatozoides foram
distribuidos em gotas de fecundagio (100 pL) sob 6leo mineral na concentra¢io de 1x10°
sptz/mL, permanecendo em cultivo com os COCs por 18 a 22 h nas mesmas condi¢des de
maturagdo. Os possiveis zigotos foram transferidos para o meio CR2aa acrescido de 10% de
soro fetal bovino em gotas de S0uL sob 6leo mineral e cocultivados com células da granulosa
nas mesmas condi¢des de fecundacao. Apds 48 horas do inicio do cultivo, 50% do meio foi
renovado e a taxa de clivagem avaliada. No sétimo dia foi avaliada a taxa de producdo de

embrides.

Os embrides classificados como grau I e II, seguindo a classificagdo da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (Manual da IETS, 1998), foram transferidos para

receptoras previamente sincronizadas e avaliadas.

Para cada doadora submetida ao processo de aspiragdo folicular foram sincronizadas
em média 10 receptoras. Dois dias antes da aspiracao folicular foram administrados 0,530 mg
de cloprostenol sddico pela via intramuscular. Foram considerados sincronizados com a idade
do embrido e aptos a serem utilizados os animais em estro no dia da FIV, tolerando-se uma
variagdo de + 1 dia. Antes da transferéncia todas receptoras sincronizadas foram examinadas
via palpagao transretal e o lado da ovulagdo foi identificado. Animais cujo tonus uterino foi
considerado firme e/ou o corpo luteo foi pequeno foram descartados. A vulva e a regido
perineal foram cuidadosamente limpas e desinfetadas, e uma anestesia epidural pela aplicacdo
de 5 mL de lidocaina a 2% foi feita entre a 1* ¢ a 2* vértebras coccigeas. O embrido foi
depositado cranialmente ao corno ipsilateral ao corpo luteo utilizando-se inovulador tipo

Hannover. Todas as transferéncias foram realizadas por um mesmo técnico.



5.6 Diagnostico de Gestacéo

O diagnostico de gestacao foi realizado 30 dias pods-fecundagdo com auxilio de um
aparelho portatil de ultrassom equipado com um transdutor linear retal de 8,0 MHz (Aquila

Vet, Esaote). Cada animal foi devidamente contido em um brete apropriado, as fezes

Foto 4 — utero Gestante Foto 4 — utero nao Gestante

presentes no reto foram retiradas e o transdutor do aparelho de ultrassom inserido e
posicionado manualmente pelo operador. O diagndstico positivo se deu pela presenga de
liquido e vesicula gestacional em quantidade compativel com a idade da gestacdo (foto 4). O
resultado negativo se deu quando o utero se apresentou em toda sua extensdo colabado, ou

seja, com auséncia de liquido e, portanto nao gestante (foto 5).
5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de aspiragdes de foliculos ovarianos de vacas da raga Gir, com pelo menos
um odcito recuperado (626), foram submetidos a andlise estatistica descritiva. As médias
seguidas de desvio padrdo, bem como as frequéncias de distribuicdo do total de odcitos
recuperados, viaveis e daqueles classificados quanto ao grau de qualidade, estdo apresentadas
na forma de tabelas e figuras. Da mesma forma, os embrides produzidos foram distribuidos de
acordo com o estadio de desenvolvimento e o grau de qualidade, e os percentuais de gestagao
de cada classe de embrido foram comparados pelo teste exato de Fisher (versdo 9.2; SAS

Institute Inc., Cary, NC, EUA).

Posteriormente, as vacas foram ordenadas em um dos quatro quartis de acordo com a
distribuicdo de frequéncia do total de odcitos recuperados em cada sessdo de aspiragdo. O
critério utilizado para a separagdo das vacas em quartis foi a sessdo de aspiracdo com
recuperagdo maxima de odcitos totais, considerando uma sessdo por vaca. Desta forma, 251

sessdes de aspiracdo folicular foram incluidas nesta andlise, e a distribui¢do de frequéncias



utilizou o processamento PROC FREQ (versdo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). O
primeiro quartil incluiu os 25% dos animais com maior nimero de odcitos recuperados em
uma Unica coleta (1° quartil). Na sequéncia, os quartis intermedidrios (2 e 3) compreenderam
os 50% das vacas com recuperagdo oocitaria intermedidria, € o 4° quartil englobou os 25%
com resultados inferiores. Os dados das coletas de odcitos foram previamente avaliados
quanto a distribui¢do de normalidade (teste de Shapiro Wilk, PROC UNIVARIATE, versao
9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) e transformados em log (x), raiz quadrada (X) e
RAMK. Quando necessario, transformagdes em log (X) foi realizada para os dados de odcitos
ndo viaveis, raiz quadrada (X) foi feita para os oocitos viaveis, e organizagdo em RANK para
os dados de embrides. Diferencas significativas foram posteriormente detectadas com auxilio
do procedimento PROC GLM (versdo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). As médias de
odcitos recuperados (viaveis e ndo vidveis) de embrides, bem como a taxa de gestacao foram
comparadas entre os quartis separados de acordo com a recuperagdo de oocitos totais de cada
animal. Da mesma forma, as taxas (%) de conversao dos odcitos (total e vidvel) para embrides
e para gestacdo, e de embrides para gestacdo, foram comparadas entre os quartis. Diferencas
entre as médias dos quartis foram acessadas pelo teste de DUNCAN e os dados de frequéncia

foram avaliados pelo teste exato de Fisher (versdo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

O efeito do nimero de aspiragdes sobre a recuperagdo total de oodcitos, nimero de
vidveis e producao de embrides foi avaliado dentro do primeiro quartil. Para tanto, somente
animais que tiveram no minimo quatro sessdes (n=22) de aspiragdo e com intervalos entre
aspiracdes variando de 15 a 60 dias foram incluidos nesta andlise. Modelos linear e
quadratico, considerando a sequéncia de coletas, o efeito de cada coleta em relagdo a
imediatamente anterior e o efeito de cada coleta em relagdo a primeira, foram construidos
utilizando o procedimento PROC REG e testados pelo PROC MIXED (versdo 9.2; SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA).

Para todas as andlises as probabilidades menores que 5% foram consideradas
estatisticamente significantes, ao passo que probabilidades menores que 10% foram

consideradas aproximagoes.



6 — Resultados

6.1 Recuperacdo de odcitos e qualidade.

Considerando as 626 sessdes, o total de oocitos recuperados foi de 11.142, com uma
média de 17,8 £ 12,0 por sessdo de aspiracdao (Tabela 2). Deste total 7.980 (71,6%) foram
classificadas como odcitos viaveis, o que significou uma média de 12,7 + 12,0 por aspiragao.
O restante das estruturas (3.162, 28,4%) foram classificados como ndo vidveis para a

maturagao in Vitro.

Tabela 2 - Numero total, média e IC do total de odcitos recuperados e classificados como
vidveis e ndo viaveis em 626 sessdes de aspiragdo folicular na raca Gir.
Intervalo de confiaca

Odcitos recuperados Total Media + DP (95%6)*
Total 11.142 17,8 +12,0 16,9 — 18,7
Viaveis 7.980 12,7+9,6 12,0 - 13,5
Nao viaveis 3.162 5,0+5,6 46-5,5

* Intervalo de confianga da média. 95% de probabilidade da média se encontrar dentro do intervalo.

O total de oodcitos recuperados de uma doadora da raga Gir foi varidvel, registrando
valores tao baixos quanto 1 e tdo altos como 76 estruturas por sessao (Figura 2). No entanto, o
resultado mais frequente foi de 10 odcitos, observado em 35 sessdes (5,6%). Para os odcitos
classificados como viaveis o quadro foi semelhante, a variagdo ficou entre 0 e 57 odcitos
viaveis por sessdo. O resultado mais frequente foi de 10 odcitos, e se repetiu em 41 (6,5%)
sessOes de aspiragao. Apesar da alta variagdo (valores entre 0 a 48), a recuperacao de odcitos
classificados como ndo viaveis foi um pouco mais consistente. Cerca de 90% (559/626) das
sessOes de aspiracdo recuperaram entre 0 e 10 odcitos com esta classificacdo e o resultado

mais frequente foi de 2 o6citos nao viaveis (13.1%, 82/626).



b
(aw]
1

Q
U
On
8
= 82/626
Q_ -
1>
L
o]
10 4
2810 35/6%6 41/626
£ -.I%
g 6.5
w0 5'
[av}
e
X 04
10 76 10 57 2 . 48
Total Viaveis  N. viaveis

Variacdo nas classes de odcitos recuperados

Figura 1 — Resultados mais frequentes na recuperagdo do total de oocitos e diferentes classes
(viaveis e ndo viaveis) de vacas Gir. As barras em destaque no eixo X evidenciam a
variagdo do nimero de o6citos recuperados em cada classe.

Os odcitos classificados como viaveis foram distribuidos em trés categorias de acordo
com sua qualidade (Figura 2). Na primeira categoria, designada grau de qualidade I, foram
enquadrados 439 odcitos, representando 5,5% dos vidveis e perfazendo uma média
aproximada de 0,7 por sessdao de aspira¢do. Para aqueles classificados com grau de qualidade
IT a recuperacao foi de 1.958 (24,5%), sendo recuperados em média 3,1 odcitos GII por
aspiragdo. Completando os vidveis foram recuperados 5.583 odcitos grau III (70%), média de

aproximadamente 8,9 por sessdo (Tabela 2).

Aqueles odcitos classificados como ndo vidveis (3.162) foram atrésicos e desnudos e
744 (23,5%) foram classificados como atrésicos, média aproximada de 1,2 por aspiragdo
(Figura 3). O numero de odcitos atrésicos recuperados variou de 0 a 20 nas coletas. Em 50,6%
(317/626) das coletas nenhum odcito atrésico foi recuperado, e em 23,3% (146/626)
recuperou-se apenas um oocito desta categoria. Os odcitos ndo viaveis, por ndo apresentarem
camadas de células do cumulos (desnudos), responderam por 2.418 (76,5%), o que significou
aproximadamente 3,9 odcitos desta categoria por vaca aspirada (Tabela 3). A recuperacao de
o6citos desnudos apresentou uma variagdo maior, de 0 a 41 oocitos. Os resultados mais
frequentes foram 0 (17,7% das coletas, 111/626) e 1 (15,6%, 98/626) odcito desnudo por

sessao.
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Figura 2 — Percentual de o6citos em cada uma das categorias de vidveis e ndo viaveis.

Tabela 3 — Divisdo das categorias de odcitos vidveis e desnudos respectivamente.

Odcitos recuperados Total Média + DP cor:;:;enrgsl(%g;) )

Viaveis 7980
Grau | 439 0,7+ 1,4 0,6 -0,8
Grau Il 1958 3,1 +3,8 2,8—-34
Grau IlI 5.583 89+7,6 8,3-9,5

N&o viaveis 3.162 - -
Atrésicos 744 1,2+2,1 1,0-14
Desnudos 2.418 39+49 3,5-42

* Intervalo de confianga da média. 95% de probabilidade da média se encontrar dentro do intervalo.
6.2 Producdo de embrides e taxa de gestagdo pos-transferéncia

Do total de 626 sessdes de aspiragdo analisadas para a recuperagdo oocitaria, 610
foram utilizadas para avaliagdo da producdo de embrides. As 16 sessOes restantes foram
desconsideradas por inconsisténcia de informagdes ou problemas técnicos nao relacionados as
doadoras, como contaminagdo no cultivo. Nas sessOes analisadas, foram produzidos 2.508
embrides (taxa de 23,3% em relacdo ao total de odcitos e 33,3% em relagdo aos vidveis),
perfazendo uma média de 4,1+4,0 embrides por sessao de aspiracao (Tabela 4). A variacdo foi
de 0 a 27 embrides e 73% (n=445) das baterias de cultivo produziram até 5 embrides. A
produgdo mais frequente foi de 1 embrido (14,3%, 87/610) e 15,6% (95/610) das baterias ndo
produziram embrides. Quando foram desconsideradas as sessdes que ndo produziram, a
produg¢do média de embrides subiu para 4,9 + 3,9, e 79% das coletas produziram até 7

embrides.



Tabela 4 - Produgdo média de embrides de doadoras da raga Gir por sessdo de aspiragdo
folicular

Producéo de embrides Total Media = DP IC (95%)*
Total* 2.508 4,1 £4,0 3.8—4,4
Baterias que produziram2 2.508 49+39 45-52

* Intervalo de confianga da média. 95% de probabilidade da média se encontrar dentro do intervalo.
"Total em 610 coletas com informagio de producio de embrides.
?Total de 515 coletas que produziram embrido.

Os embrides produzidos no D7 foram classificados quanto ao estddio de
desenvolvimento e qualidade. Algumas categorias foram pouco representativas, e apenas
produziram 10 morulas (0,4% do total de embrides), 23 Bi-II (0,9%), 10 BL-II (0,40%) e
apenas 2 BX-II (0,1%) foram registrados. As categorias de embrides mais representativas
foram Bi-I, BL-I, BX-I e BE-I (Tabela 5). Embrides no estddio de Bi-I representaram 13,4%
do total (337/2463). Em aproximadamente 31% (191/610) das sessdes de aspiragdo foram
produzidos embrides neste estadio de desenvolvimento, e a producdo mais frequente foi de 1
Bi-I (18,2% das sessdes, 111/610). A produg¢do média de Bi-I por aspiracdo ficou em 0,6+1,0
embrido. O estadio seguinte, BL-I, representou 36,8% dos embrides produzidos (923/2.508).
A frequéncia deste estadio de desenvolvimento foi bem maior, e 351 sessdes (77,7%)
produziram pelo menos 1 BL-I, com média de 1,5 + 2,0 estruturas por cultivo. O estadio
embrionario mais representativo foi o de BX-I, com 1.123 estruturas produzidas (44,78% do
total). A média para esta categoria ficou em 1,8 + 2,5 embrides por cultivo, e 355 sessdes de
cultivo produziram embrides nesse estddio. O ultimo estadio de desenvolvimento observado
foi BE-I. Foram produzidas 80 (3,2%) estruturas nesse estadio em 62 baterias de cultivo, ¢ a

média deste estadio foi inexpressiva (Tabela 5)

Tabela 5 — Produgao de embrides nos diferentes estadio de desenvolvimento e percentual da
producdo total

Estadio NUmero Media £ DP IC (95%)* % da producéo
Bi-I 337 0,6+1,0 0,5-0,6 13,4
BL-I 923 1,5+2,0 1,4-1,7 36,8
BX-I 1123 1,8+£2,5 1,6 -2,0 44,8
BE-I 80 0,1+04 0,1-0,2 3,2
Total 2.463' - - 100,0

* Intervalo de confianga da média. 95% de probabilidade da média se encontrar dentro do intervalo.
"Descontas as categorias de embrides com pouca representatividade (morulas, Bi-IT, BL-II ¢ BX-II).



As informacgdes referentes a transferéncia dos embrides e diagnostico de gestacao
foram recuperadas de 468 sessdes de aspiragcdo folicular. Desta forma, foram computados
2.213 embrides transferidos, e que resultaram em 1.053 gestagdes (47,6%). Considerando-se
os principais estadios de desenvolvimentos dos embrides produzidos, as taxas de gestagdes
foram de 41,2% para Bi I (121/294), 44,8% (369/823) para BL 1, 52,0% (514/989) para BX 1
e 54,9% (39/71) para Be 1. Os embrides em estadio mais avangados (BX-I e BE-I) produziram
taxas de gestagdo maiores (P<0,01) do que embrides em estddios mais precoce de
desenvolvimento. As demais categorias de embrides transferidos produziram juntas uma taxa

de gestagdo de 27,8% (10/36), inferior a média das mencionadas anteriormente (P<0,0004).

Tabela 6 - Nimero de embrides e gestacdes por estddio de desenvolvimento embrionario.

Estadio® Embrides’ Gestacdes® % Gestagao
Bi-I 294 121 41,2b
BL-I 823 369 44.8b
BX-I 989 514 52,0*
BE-I 71 39 54,9°
Total 2.177 1.043 48,4

! Categorias de embrides com maior representatividade.
*Dados referentes a 468 sessdes de aspiracio que produziram embrides e possuiam informagdes de taxa de
gestagdo até o momento da analise.

=0 p<0,01 (X?)
6.3 Variacdo individual e distribuicdo das doadoras em quartis de acordo com a
recuperacao total de odcitos

A distribuicdo dos animais nos quartis seguiu o critério dos melhores resultados de
recuperacdo de odcitos totais contidos no historico de cada individuo. O objetivo foi separar
as doadoras em classes, o que facilitaria as comparagdes entre os animais, haja vista a grande
variacdo individual. Para isto foram analisados dados de 251 animais, que produziram um
total de 4.249 odcitos, sendo que destes, 1.293 foram classificados como viaveis, produzindo
1001 embrides e 453 gestagdes.

Ficaram caracterizados como primeiro quartil animais com recuperacao total superior
a 30. O segundo e terceiro quartil ficaram caracterizados com recuperagao oocitaria de 21 a
30 e 12 a 20 odcitos, respectivamente, € o quarto quartil foi caracterizado com produgdo

abaixo del?2 oocitos totais.



Os animais do primeiro, segundo, terceiro e quarto quartis obtiveram médias de
recuperagdao oocitaria total de 41,6+10,6; 25,2 + 3,0; 15,0 £ 2,6 ¢ 6,7 = 3,1 odcitos,
respectivamente. As médias de oocitos viaveis foram de 29,1 + 11,2; 18,1 +5,3; 11,1 £3,7 ¢
4,5 £ 2,7 odcitos, respectivamente, para os quartis I, II, Il e IV (figura 4 e Tabela 7). O
critério de separacdo dos animais pela recuperagdo de odcitos totais criou uma expectativa
quanto ao potencial de producdo de embrides. No entanto, parte destes animais ndo
correspondeu ao esperado nas demais etapas do processo de produgdo de embrides. Para este
trabalho, usou-se um desvio padrdo acima e/ou abaixo da média para detectar os animais que
destoaram dentro de cada uma das etapas da PIVE. No primeiro quartil 14,3% (8/56) das
vacas superaram em um desvio padrdo a média de estruturas viaveis recuperadas, fornecendo
mais de 40 estruturas ap0s a aspiragdo folicular. No entanto, cerca de 16,1% (9/56) das vacas
deste grupo forneceram menos de 18 odcitos na sessdo de aspiracdo avaliada, o que colocaria
estes animais dentro da média do segundo quartil. Dentro do quarto quartil, 13 vacas (18,8%)
ficaram um desvio padrao abaixo da média de odcitos viaveis recuperados, fornecendo menos

que 2 odcitos viaveis no procedimento de aspiracao avaliado.

As médias de produgdo de embrides para o I, I, II e IV quartis foram de 8,6 + 5,7; 5,2
+ 3,6; 3,8 + 2,8 e 1,8 £ 1,8, respectivamente. Quando segregados os individuos um desvio
padrdo acima da média, tem-se para o primeiro quartil 9 animais, o que representa 16,7% do
grupo com uma producdo acima de 14 embrides e um desvio abaixo também 16,7% dos
animais com produ¢do menor do que 3 embrides. Para o quarto quartil, utilizando o mesmo
critério, 9 animais estdo um desvio acima da média, o que representa 13,4% do grupo com
uma producdo maior do que 3 embrides, e 18 animais (26,9%) estdo um desvio abaixo sem

producao de embrides.

As médias de gestagdes quando separadas por quartil foram de 46,0, 44,9, 43,9 e
45,6% para I, 11, IIl e IV quartil, respectivamente.
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Figura 3. Distribui¢do do total de oocitos e aqueles classificados como vidveis e nao vidveis
em cada quartil.

O primeiro quartil produziu um total de 1.890 odcitos, sendo que, destes, 1.293 foram
considerados como vidveis. A taxa de conversao de odcitos vidveis para embrido foi de 31,9
%, e resultou na produgdo de 413 embrides em diferentes estadios, e 190 gestacdes. Dos
animais pertencentes ao 2° e 3° quartis, foram recuperados 1.260 e 772 odcitos, sendo 888 e
773 odbcitos viaveis, produzidos 276 e 198 embrides e resultaram em 124 e 87 gestagdes,
respectivamente. Nos animais pertencentes ao 4° quartil, foram recuperados 324 odcitos no

total, dos quais 219 considerados viaveis, e foram produzidos 114 embrides e 52 gestacdes.

Tabela 7. Recuperacao de odcitos totais e classificados como viaveis, bem como dos embrides
produzidos e o percentual de gestacdo entre os quartis

Quartil N Total Viaveis! Embrides? Gestacdes®
| 56 41,6 £10,6 29,1+ 11,0° 8,6+5,7 46,0
I 63 252+3,0 18,1 +5,3° 52+3,6° 44,9
11 63 159+2.6 11,1 43,7 38+£28° 43,9
\Y; 69 6,7 +3,1 4,5+2,7 1,8+1,8¢ 45,6
Valor P --- P<0,0001 P<0,001 P<0,95

" Odcitos. Dados referentes a 251 aspiragdes.
2 Produgio de embrides. Dados referentes a 243 sessdes de aspiragdo com informagdo de embrides.
3 Percentual de Gestagdo. Dados referentes a 186 sessdes de aspiragio folicular que produziram embrides e possuem informagdes sobre gestagio.

Os oocitos foram avaliados quanto a capacidade de produzirem embrides e gestacao.
Os fatores de conversao (percentual do total odcitos e dos viaveis) de odcitos totais e vidveis
para embrido e gestacao foram ilustrados na Figura 4. Comparando-se somente os 3 primeiros

quartis, somente a conversao de odcitos totais para embrido foi maior (P<0,05) no terceiro



quartil do que nos demais. Esta diferenga se deve somente ao percentual de odcitos

classificados como viaveis, que foi maior (P<0,05) no III quartil quando comparado ao I (74,2

vs 68,4%, respectivamente). Desta forma, somente as comparagdes entre o primeiro € o quarto

quartil foram descritas para as conversoes. Entre estes dois grupos de animais ndo houve

diferenga (P>0,05) no percentual de odcitos totais classificados como vidveis (68,4 vs 67,6%,

para o 1° e 4° quartis, respectivamente). Todos os percentuais de conversao foram superiores

(P<0,05) nos odcitos recuperados dos animais pertencentes ao 4° quartil, quando comparados

aos recuperados daqueles do 1° quartil (Figura 4). Destaca-se a maior (P<0,05) conversao de

odcitos viaveis em embrides observada para o 4° quartil quando comparado ao I (tabela 8).
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Figura 4. Taxa de conversao dos oocitos recuperados de doadoras da raga Gir. Os valores sao
expressos em percentual odcitos totais que produziram embrides, e gestacdes e o
percentual dos odcitos viaveis que produziram embrides e gestagdes



Tabela 8 - Percentuais de conversdao para as varidveis analisadas dentro de cada quartil de
recuperagdo oocitaria.

Conversoes®
Quartil  Total/ Total/ Total/ Viaveis/ Viaveis/ Embrido/
Vidveis Embrido Gestacdo Embriao Gestacdo Gestacao
Primeiro 68,4 21,9¢ 10,1® 31,9° 14,7° 46,0
Segundo 70,3 21,1¢ 9,48 30,1° 13,48 44.6
Terceiro 74,2 25,68 11,38 34,6" 15,28 43,9
Quarto  67,6° 34,6% 16,0* 51,14 23,74 46,4
Total 70,0 23,3 10,5 33,3 15,1 453
Pvalue P<0,02 P<0,0001 P<0,005 P<0,0001 P<0,002 p<0,95

! _ valores percentuais

Foram testados os modelos linear e quadratico de regressao para explicar a variacao na
recuperacdo de odcitos total e vidveis nos animais do primeiro quartil submetidos a 4 sessdes
de aspiracdo (intervalos de 15 a 60 dias entre cada uma). Dentro de cada modelo,
primeiramente, avaliou-se o efeito da sequéncia de coletas (n=4). Em seguida, o efeito de
cada coleta foi avaliado pelo teste da diferenca entre uma coleta e a anterior (exemplo: 2-1; 3-
2 e 4-3). Por ultimo, testou-se o efeito das demais coletas comparado com a primeira
(exemplo: 2-1; 3-1 e 4-1). Para a recuperagdo de odcitos totais e vidveis nenhum dos modelos
testados para os efeitos acima citados foi significativo (P<0,9 e 0,6, respectivamente). Desta
maneira, a variavel recuperacao de oocitos totais e classificados como vidveis se comportou
de forma constante ao longo de 4 coletas com intervalos de 15 a 60 dias (Figura 5). Valores

médios de cada categoria de oocito recuperado em cada uma das sessdes sdo apresentados na

Tabela 9.
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Figura 5. Variagdo na recuperacdo de total de odcitos e daqueles classificados como viaveis,
de acordo com a ordem de coleta em vacas da raca Gir. Total de quatro coletas no
grupo de vacas pertencentes ao primeiro quartil (n=22) quanto a produgdo de
oocitos totais.

Tabela 9 Recuperagdo de odcitos totais e classificados como vidveis, bem como dos embrides
produzidos, de acordo com a ordem de coleta do grupo de animais pertencentes ao

1° quartil.
Ordem de coleta Total' Viaveis® Embrides’
1 257122 212+10,1 6,0+5,1
2 26,5+ 123 204+ 11,2 49+4,1
3 25,6+ 14,5 195+12.8 63+53
4 244 +11,2 16,8 + 8,8 5,4+4.4
Valor P P<0,9 P<0,6 P<0,5

"Numero de animais utilizados nesta andlise foi de 22.

Resultados semelhantes foram observados para a producao de embrides de acordo com
a ordem de coleta dos animais do 1° quartil (Figura 6). Os efeitos da sequéncia de cada coleta
individual e de cada coleta comparada a primeira ndo foram significativos (P<0,6, 1,0 ¢ 0,4,
respectivamente). O nimero de embrides produzidos nao variou em funcdo da ordem de

coleta das vacas da raga Gir pertencentes ao primeiro quartil.
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Figura 6. Variagdo no niumero de embrides produzidos de acordo com a ordem de coleta em
vacas da raca Gir. Total de quatro coletas no grupo de vacas pertencentes ao primeiro
quartil (n=22) quanto a produgao de odcitos totais.

7 — DISCUSSAO

O presente experimento ¢ parte de um estudo que objetiva caracterizar fenotipos
associados ao potencial como doadoras de odcitos para a produgao in vitro de embrides na
raca Gir. Para tal, era necessario caracterizar as variagdes individuais nas caracteristicas
associadas ao processo, analizando-se também as interrelagcdes dos indicadores parciais de
eficiéncia relativa. O uso de dados de aspiragdes foliculares, producdo de embrides e
subsequentes gestacoes de uma empresa comercial, durante o periodo de 2008 a 2011,
possibilitou esta andlise utilizando-se animais de diferentes procedéncias, seguindo
procedimentos convencionais (ndo experimentais) e em uma escala que facilita extrapolacdes

para a raga como um todo.

Os resultados médios de recuperacao de estruturas totais € oocitos viaveis por sessao
de aspiragdo (17,8+12,0 e 12,7£12,0; respectivamente) foram superiores aos previamente
relatados para a raca Gir (VIANA et. al., 2004, VIANA et. al., 2008), ¢ mais proximos dos
valores observados em ragas zebuinas de corte (PONTES et. al., 2011). A diferenga de
resultados nos trabalhos com a mesma raca pode refletir variagdes no universo amostral,
assim como no protocolo de aspiragdo ou mesmo no nimero de sessoes a que cada doadora
foi submetida. E interessante observar, contudo, que no presente trabalho o resultado
individual mais frequente (10 odcitos recuperados/coleta) e a amplitude de variacdo (1 a 76)
sdo proximos dos valores reportados por outros autores (PONTES, 2011). Desta forma, a

maior média observada no presente trabalho pode ser resultante ndo de diferenga intrinseca



nos respectivos universos amostrais, mas da presenca ocasional de um maior percentual de

animais com elevada producdo de odcitos.

No presente estudo, todas as doadoras foram aspiradas apds prévia sincronizagdo do
crescimento folicular. Desta forma, as coletas foram realizadas, presumidamente, durante a
fase de emergéncia das ondas de crescimento folicular, ou seja, na auséncia de foliculos
dominantes, e seu conhecido efeito deletério sobre a qualidade dos demais foliculos
(HENDRIKSEN et. al 2004). Esta condi¢do poderia sugerir a recuperagdo de um elevado
percentual de odcitos de grau I (melhor qualidade morfologica). Os resultados obtidos,
contudo, demonstram a prevaléncia de oocitos de grau III, que correspondia a 70% dos
vidveis. Este resultado pode ser parcialmente explicado pelos danos mecanicos inerentes aos
sistemas de aspiragdo folicular utilizados para a recuperagio de odcitos in vivo. O tamanho do
sistema genital de bovinos e a variacdo na viscosidade do aspirado requer o uso de circuitos
de coleta longos, geralmente maiores que 80 cm, e pressdes de vacuo superiores a 60mmHg.
O efeito da pressao de vacuo e da configuracao do sistema sobre a integridade do complexo
cumulus-oécito foi bem caracterizado (BOLS et. al. 1997, VIANA et. al., 2005), e resulta
principalmente em forcas de ‘“shear stress” e atrito que acarretam a perda de células do
cumulus. Coerentemente, entre as estruturas classificadas como “naoviaveis”, 76,5% eram
odcitos desnudos, e apenas 23,5% foram classificados como atrésicos, resultado diferente do
observado em aspiragdes realizadas aleatoriamente em relagdo ao ciclo estral (MANIK et. al
2003). Da mesma forma, em 50,6% das coletas nenhuma estrutura classificada como atrésico
foi recuperada. Estes resultados sugerem que, considerando-se o uso de protocolos de
sincronizagdo de ondas foliculares, fatores mecanicos podem ser o principal limitante para a
qualidade morfologica dos COCs recuperados. O percentual reduzido, mas relativamente
constante de estruturas nao viaveis recuperadas, por outro lado, pode refletir também o fato de
que a atresia pode ocorrer em qualquer estddio do crescimento folicular, ¢ ndo apenas por
acao dos foliculos dominantes (ADAMS 2008). Desta forma, mesmo no inicio de uma onda
de crescimento folicular podem existir foliculos em graus variados de atresia, resultando na
recuperacdo de estruturas ndo vidveis, mesmo quando a aspiragdo for precedida de algum
procedimento de sincronizagdo (CHAUBAL, 2007), foliculos estes que podem ser

provenientes da onda de crescimento prévia a sincronizagao.

A taxa de producdo de embrides no presente trabalho foi consistente com o relatado
por diferentes grupos de pesquisa (PONTES et. al., 2011, TAMASSIA 2003) ¢ também para a
PIVE em escala comercial (VIANA et. al., 2010). O niumero médio de embrides obtidos por



bateria, contudo, ¢ caracteristico de racas zebuina, e superior ao normalmente obtido com
racas taurinas (SENEDA, 2005), demonstrando a importancia do numero de COCs
recuperados para a eficiéncia do processo como um todo e, consequentemente, da

caracterizagdo prévia do potencial das doadoras a serem utilizadas, objetivo maior do projeto.

A consisténcia na produgdo, com 84,4% das baterias produzindo pelo menos um
embrido, e a predomindncia de estruturas classificadas como Grau I (98,60%) em estadios de
desenvolvimento mais avangado (BL e BX) indicam que o sistema de producdo in vitro
utilizado foi eficiente e, consequentemente, permite inferéncias sobre a contribui¢do da
quantidade e qualidade intrinseca dos oocitos utilizados na variagdo observada nos resultados
da producdo de embrides e subsequentes gestagdes. O menor percentual de embrides
classificados como blastocistos expandidos era esperado, considerando-se a progressao
normal do desenvolvimento embrionario em bovinos e ao fato de que as avaliacdes foram
realizadas no 7° dia do cultivo. Sistemas de cultivo in vitro sdo processos elaborados, nos
quais variagdes na composicao dos meios ou nas condi¢des de cultivo podem influenciar ndo
apenas a produgdo de embrides (LONERGAN e FAIR, 2008), mas também a cinética do
desenvolvimento embrionério, a qualidade morfologica e o potencial de desenvolvimento pos-
transferéncia dos embrides produzidos (SENEDA et. al 2001). Quando o sistema de cultivo ¢é
eficiente, contudo, o principal limitante para a produgcdo dos embrides passa a ser a

caracteristica inicial dos odcitos cultivados (SIRARD, 2006).

Como era previsto, embrides classificados como de Grau II resultaram em uma menor
taxa de gestagdo. Pelo sistema de classificacdo utilizado, embrides Grau II apresentam
defeitos morfologicos, como alteragcdes de coloragdo, extrusao de células, etc., que sinalizam
disturbios metabolicos, de desenvolvimento ou comprometimento de parte da massa celular, o
que possivelmente resultou em bloqueio ou retardo do desenvolvimento, impedindo que o
mesmo produzisse interferon Tau no momento ou em quantidade suficiente para promover o
reconhecimento materno da gestagdo. Entre os embrides Grau I, contudo, também observou-
se diferenca nas taxas de gestacdo, que foram superiores para aqueles em estadios de
desenvolvimento mais adiantados (BX e BE) em relacdo aos menos (Bi e BL). Neste caso, a
despeito da inexisténcia de defeitos morfoldgicos aparentes, a diferenca no estadio de
desenvolvimento poderia ser reflexo de alteracdes no embrido que resultaram em retardo na
cinética do desenvolvimento. De fato, a associagao entre estadio de desenvolvimento e taxa de
gestagdo subsequente foi demonstrada para embrides produzidos in vivo (VAN, et. al 2000) e

in vitro (FARIN 2001; MERTON 2003). Por outro lado, considerando-se o protocolo de



sincronizagdo utilizado, as receptoras foram inovuladas no equivalente ao dia 8 do ciclo, e
embrides em estadios de desenvolvimento mais avangados poderiam resultar em maior

sincronia com o ambiente intra-uterino.

O namero de COCs recuperados de fémeas bovinas submetidas a aspiracao folicular ¢
uma caracteristica que apresenta elevada variagdo individual em diferentes racas (SENEDA
2005). Como o numero de odcitos recuperados € o principal limitante para o numero de
embrides obtidos em sistemas in vitro (SIRARD et. al. 2006, COSTA 2004), caso a variagdo
individual na raca Gir fosse significativa, seria possivel investigar a possibilidade do uso desta
caracteristica na sele¢do de potenciais doadoras de oocitos. A classificacdo dos animais em
quartis possibilitou caracterizar a magnitude da variacdo no numero de estruturas totais
recuperadas, e a consequente diferenca significativa no nimero de odcitos classificados como
viaveis e embrides produzidos. O niimero de estruturas recuperadas ¢ diretamente relacionado
ao de foliculos disponiveis para aspiragao (VIANA et. al., 2002), que por sua vez pode flutuar
em fun¢do do status reprodutivo, periodo do ciclo estral, idade ou por efeito de fatores
externos (SENEDA, 2005, HENDRIKSEN 2004). A observagdo de que o numero de
odcitos recuperados de um mesmo animal ¢ uma caracteristica de elevada repetibilidade
(BONI et. al., 1995), contudo, sugere que a principal fonte de variagdo seja uma caracteristica
intrinseca do animal. A popula¢do folicular ovariana também apresenta grande variagdo
individual mesmo em bezerras de até um ano de idade (IRELAND 2008, CUSHMAN 2009,
MURASAWA 2005), e poderia ser a causa da variagdo observada no niumero de foliculos
antrais durante a vida adulta. Pouco se sabe, contudo, sobre o padrio de mobilizacdo e
crescimento folicular na fase pré-antral, e ndo ha evidéncias de que racas zebuinas tenham
maior nimero de foliculos ao nascimento que ragas taurinas. Da mesma forma, a
possibilidade de regeneracao da reserva ovariana durante a vida adulta continua sendo motivo
de controvérsia. Entretanto, independente da razdo bioldgica, a primeira hipotese do trabalho

foi confirmada.

A selecdo de doadoras baseada no potencial de recuperagdo de oodcitos, contudo,
pressupde ndo haver diferengas na eficiéncia de PIVE entre animais dos diferentes quartis.
Nao foi observada diferenca na taxa de gestagdo de embrides provenientes de odcitos de
animais classificados como de maior ou menor producdo de COCs. Entretanto, ao se
avaliarem as taxas de conversdo, observou-se maior producado relativa de embrides a partir de
odcitos de animais do 4° quartil, supostamente as piores doadoras considerando-se a produgao

absoluta. Nao ha uma explicag¢do aparente para o fato, considerando-se que a expectativa seria



o oposto pelo efeito aditivo dos COCs em cultivo (BRUM 2004). Os resultados do presente
trabalho demonstram que producao de odcitos e de embrides sdo caracteristicas distintas, e
sugerem que a associacdo positiva entre populacdo folicular e fertilidade, conforme
demonstrado na raga holandesa (IRELAND, 2008, IRELAND 2009) pode nio ser verdadeira
ou ocorrer da mesma forma em racas zebuinas, especialmente na Gir. Desta forma, a segunda
hipétese do trabalho foi parcialmente refutada, ou seja, a selecdo de doadoras baseada no
potencial de recuperagdo de odcitos resulta em uma aumento absoluto, mas nao relativo, na

producdo de embrides.

Uma limitagdo na caracterizagdo da distribui¢do das doadoras em quartis seria a
variacdo na producao entre coletas. Apesar da repetibilidade da caracteristica ser considerada
alta (BONI et. al., 1995), outros trabalhos demonstraram redug¢ao da produgdo de o6citos em
fun¢do da ordem de coleta (TORRES et. al., 2008). No presente trabalho, contudo, esta
reducdo nao foi significativa. Podem ter contribuido para esta diferenca o fato de que as
coletas foram realizadas em intervalos mais longos (15 a 60 dias), o que possibilitaria melhor
recuperagdo das lesdes ocasionadas pelo procedimento anterior. Viana et. al (2004)
observaram redu¢do na taxa de recuperacdo quando o intervalo de coletas foi reduzido de sete
para quatro dias, mesmo na auséncia de diferengas significativas na populacao folicular. Da
mesma forma, foram considerados apenas resultados de quatro coletas consecutivas, sendo
possivel que a manutencdo das doadoras em coleta resultasse em queda significativa apenas

apos um nimero maior de sessoes.
8 — Conclusao

Pode-se estimar o potencial de produgdo de embrides e gestagdes pelo numero de
obcitos recuperados em uma sessdo de aspiragdo, sendo que quanto menor for a
quantidade de odcitos obtido maior sera o percentual de conversdo para as demais etapas,
entretanto numericamente quanto maior a recuperagao oocitaria maior serd o numero de
descendentes deixados pelas doadoras em um programa de produgéo in vitro de embrides.
Portanto para se multiplicar o numero de descendentes geneticamente superiores
aumentando produtividade e lucratividade deve-se optar por doadoras de odcitos que

tenham melhores taxas de recuperagdo oocitaria.
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