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RESUMO GERAL

Diante da importancia da raca Gir e das biotécnicas da reprodugdo animal
para o melhoramento genético dessa raga, tornam-se necessarios estudos que
busquem melhorar os indices de eficiéncia da técnica e investigar fatores genéticos
e ndo genéticos que possam influenciar positivamente a producdo de embrides. A
relacédo entre a eficiéncia dos sistemas de producédo de embrides e os resultados de
prenhez, no entanto, permanecem controversos. Além disso, a producdo e a
qualidade de odcitos recuperados por meio da aspiracdo folicular sao influenciados
por fatores genéticos, como a endogamia. O objetivo desse estudo foi avaliar a
probabilidade de prenhez de embrides produzidos in vitro derivados de lotes de
doadoras da raca Gir com diferentes indices de eficiéncia relativa e, em seguida,
estimar parametros genéticos e avaliar os efeitos da endogamia sobre a quantidade
e qualidade de odcitos obtidos de doadoras da raca Gir por meio de aspiracao
folicular guiada por ultrassonografia. Os resultados sugerem que ndo ha nenhuma
relacdo entre o nimero médio ou a qualidade do COC recuperado
por OPU, a eficiéncia de PIVE e a probabilidade de prenhez de embrides
produzidos in vitro. Também observou-se que € possivel alcancar o progresso
genético para as caracteristicas reprodutivas em bovinos da raca Gir por meio da
selecéao.

Palavras-chave: Aspiracéo folicular, Endogamia, Bos Indicus, indices de Eficiéncia,
Odcitos.



ABSTRACT

Given the importance of Gir cattle and biotechnologies of animal reproduction
for genetic improvement of the breed, studies are necessary to improve the efficiency
indices of the techniqgue and to investigate genetic and nongenetic factors that
positively influence the production of embryos. The relationship between the
efficiency of embryo production systems and the results of the pregnancy, however,
remains controversial. Furthermore, the yield and quality of oocytes retrieved by
follicular aspiration are influenced by genetic factors, such as inbreeding. The aim of
this study was to evaluate the probability of pregnancy of in vitro produced embryos
derived from lots of Gir donor with different levels of relative efficiency and then to
estimate genetic parameters and to evaluate the effects of inbreeding on the quantity
and quality oocytes from Gir donor by follicular aspiration guided by ultrasound. The
results suggest that there is no relationship between the average number or quality of
the COC recovered by OPU, the IVP efficiency and the probability of pregnancy in
vitro produced embryos. It was also observed that it is possible to achieve genetic

progress for reproductive traits in cattle Gir through the selection.

Keywords: Follicular aspiration, Efficiency ratios, Gir, Inbreeding, oocyte.



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1

Tabela 1. Numero total, média e erro padrdo do niamero de odcitos viaveis
(Gl, GIl e GIlll) e inviaveis recuperados em 605 sessbes de aspiracao
folicular em doadoras da raga Gir...........cccoovvvviiiiiiiiiiciie e,

Tabela 2. Numero total, média e erro padrao de odcitos recuperados, odcitos
maturados, embrides clivados, embrides produzidos, embrides transferidos e
gestacdes obtidas referentes a 605 sessdes de OPU em doadoras da raca

Tabela 3. Numero total, média e erro padrao de odcitos recuperados, 00citos
viaveis, porcentagem de o0citos viaveis em relacdo ao numero total de
odcitos recuperados, odécitos de grau |, porcentagem de odcitos grau | em
relacdo ao numero de odcitos viaveis, embrides produzidos e porcentagem
de embrides produzidos em relagdo ao numero de odcitos maturados
subdivididos €ntre 0S QUANIS........ceeiiiii e
Tabela 4. Classificagdo de doadoras estratificadas em faixas de acordo com
a porcentagem de odQcitos viaveis em relacdo ao numero totais de odcitos
recuperados por sessao de OPU e comparacao da taxa de prenhez...............
Tabela 5. Classificacdo de doadoras estratificada em faixas de acordo com a
porcentagem de odcitos de grau | em relagdo ao nimero de 04citos viaveis
recuperados por sessdo de OPU e comparacédo da taxa de prenhez...............
Tabela 6. Classificacdo de doadoras com estratificacdo de acordo com a
taxa de clivagem em relacdo ao numero de od6citos maturados no laboratorio
e comparacao da taxa de PrenNNeZ.........cccoeveiiiiiiiiiiiiii e
Tabela 7. Classificacdo de doadoras estratificadas em faixas de acordo com
a taxa de blastocistos em relacdo ao numero de embrides clivados no
laboratério e comparacdo da taxa de prenhez............cccccviiiiiiiiiiieeeeeee e
Capitulo 2

Tabela 1. Estatisticas descritivas para o intervalo de coleta, idade,
coeficiente de endogamia, od6citos viaveis e 00cCitos inviaveis.............ccccceee....
Tabela 2. Valores da funcdo de verosimilhanca (-2Ln(L)) e do critério de
informacédo de Akaike (AIC) nas analises de caracteristicas de qualidade e
quantidade de oécitos, em modelos estatisticos sem ou com a inclusao das
covariaveis efeito da endogamia linear e quadratica.............ccceeeeeeeeeeeeeeeeennnnn.,

Tabela 3. Estimativas de variancias genéticas aditivas (&), de ambiente

permanente (6‘§e) e residuais (67 ) e herdabilidades (ﬁz) para caracteristicas

de odcitos viaveis, inviaveis e totais, em modelos estatisticos sem ou com a
inclusédo da covariavel coeficiente de endogamia linear e linear+quadratico....
Tabela 4. Correlagdes genéticas (acima da diagonal) e correlagdes residuais
(abaixo da diagonal) para as caracteristicas 00citos viaveis, inviaveis e totais
recuperados de aspiracdo de doadoras daragca Gir.............cccevveeeeenen.

42

44

46

a7

48

49

49

78

80

86

88



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1. Quadro com a classificacédo oocitaria de acordo com a composi¢ao

do cumulus oophorus. Adaptado de Ferraz, 2008...............euviiiiiiiniiiieeeeeeeenn. 29
Capitulo 1
Figura 1. Niomero de odcitos inviaveis e viaveis (classificados em grau |, Il

) : 42
ou 1) produzidos por Meio da OPU..........cooooiiiiiiiiiiiiiie e
Capitulo 2
Figura 1. Efeito da endogamia no nimero de 00Citos totais.................ccvvvnnnee. 82
Figura 2. Efeito da endogamia no nimero de 00CItOS VIAVeIS...........c..coeviurveen. 83
Figura 3. Efeito da endogamia no nimero de 04citos inviaveis..............ccc....... 83
Figura 4. Efeito da idade no nimero de 00Citos totais............cceeeeeieiicinnvvnnnne. 84

10



LISTA DE ABREVIATURAS

B S A o ————— Albumina Sérica Bovina
BT o ——————— Somatotropina Bovina
IV e Cultivo in vitro
CY P L7 e 17a-hidroxilase/C17-20-liase
5 PSPPI Corpo lateo
COC e —— Complexo cumulus-o0d6cito
DN A e Acido desoxirribonucleico
IV e e a Fertilizacao in vitro
FSH o ———————————— Hormonio foliculo estimulante
GNRH s Hormonio liberador de gonadotrofinas
NCG Gonadotrofina Coridnica Humana
2 Via intramuscular
LH e —————————————————— Hormaonio luteinizante
M Z Mega-Hertz
MV e e e ————— Maturacao in vitro
MOET e Multipla ovulagéo e transferéncia de embriao
O P U e Ovum Pick Up
P Progesterona
PIVE Producéo in vitro de embriéo
PNMGGL e Programa Nacional de Melhoramento Genético do Gir
RN A et e et Acido ribonucléico
S B e —————————— Soro fetal bovino
SO F e Fluido sintético do oviduto
T COM e Tissue Culture Medium
Ul e Unidades internacionais

11



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.1
2.2

4.1

4.2

4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt sttt e e ene e eee s 13
FUNDAMENTACAO TEORICA......ocioieeeeeceeceeeee et 13
FISIOLOGIA OVARIANA EM BOVINOS........ooviiiieeieeiseee e, 13
RACA GIR NO CONTEXTO DA PECUARIA LEITEIRA BRASILEIRA.......... 18
ENDOGAMIA........ooeieeteieteeeeeeeee s et es e te e s ate s steenstees st eesateeatesnseeenaeeens 19
PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)........ccooueovieieeeeeeeee s 21
PUNCAO FOLICULAR E CLASSIFICACAO OOCITARIA.........cceeeeveerne, 27
Capitulo 1 30
TS U@ TR 31
F =S 2N R 33
INTRODUGAO. ... .ottt ettt n s 35
OBJIETIVOS. ..ottt ettt ettt 36
OBJIETIVO GERAL.......coviuiiiteeeeeeee ettt en st en st nen e 36
OBJETIVO ESPECIFICO.......ciiieiie ettt 36
HIPOTESE. ...ttt ettt ettt et eteareeteane e e eae e 36
MATERIAL E METODOS.......co ittt sae e e 36
DESENHO EXPERIMENTAL......ooviiitioiee ettt 36
LOCALIZACAO, CONDICOES CLIMATICAS E MANEJO NUTRICIONAL E

SANTITARIO ... ettt e seena e ere e 37
DOADORAS . ...ttt ettt ee e en et 37
PUNCAO FOLICULAR (OPU) E RECUPERACAO DE COC'S......ccccoueuen. 38
PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES.........ccooiiieeieee e 39
RECEPTORAS DE EMBRIOES E TRANSFERENCIA DE EMBRIOES.......... 40
DIAGNOSTICO DE GESTACAD. .......co oo, 40
ANALISE ESTATISTICA. ..ottt 40
RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooiiiiieeeeeeeee e e 42
(070N [0 I U 1Yo TS 51
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.ooieeee ettt 51

12



2.1
2.2

4.1

4.2

4.3
4.4
4.5

© N o O

Capitulo 2 70

TS U@ T 71
ABSTRACT ...ttt ettt e ettt eee et e et et e et et e saase et e s eae s ste e eeennsreaeas 72
INTRODUGAO. ... .ottt n e 73
OBJIETIVOS. ...ttt ettt sttt e et 75
OBJIETIVO GERAL.......covitiieeeeeeeeeee ettt steae e enn e 75
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ccootieeteeeeeeeeeee ettt en e 75
HIPOTESE. ...ttt ettt ettt ettt ettt eteateeneaaeeneeeee e 75
MATERIAL E METODOS........cooiiiiieeee ettt en st en s en s 76
DESENHO EXPERIMENTAL......ccoiiiviiiieeeteeeceeeete et es st svee st enanens 76
LOCALIZACAO, CONDICOES CLIMATICAS E MANEJO NUTRICIONAL E

SANITARIO ...ttt ettt ettt e et et e et e et et eetesteareeneeneens 76
DOADORAS . ...ttt ettt ettt e et en sttt et 76
ARQUIVO DE PEDIGREE .........cccvitiiieteeeieese et sttt een e 77
PUNCAO FOLICULAR (OPU) E RECUPERACAO DE COC'S........ccoveueeee. 77
ANALISE ESTATISTICA. ..ottt sttt 78
RESULTADOS E DISCUSSAO. .......c.coviiiteieeieiete et 80
(070N (0] I U 17X TS 89
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......coeieeieeeeee e 90
=5 1T 94
TERMO DE CONSENTIMENTO.......ocuiieiieeee et eeeeee e en e, 94

13



1. INTRODUCAO

O melhoramento genético € impulsionado principalmente pela necessidade do
aumento da produtividade em sistemas de producdo de leite e corte, visto que o
crescimento populacional demanda cada vez mais proteina de origem animal. Por
meio da producdo in vitro de embrides é possivel gerar um grande numero de
descendentes de doadoras geneticamente superiores, tornando possivel 0 aumento
da intensidade de selecéo e a diminuicdo do intervalo de geracdes, dois parametros
importantes que afetam o progresso geneético.

O processo de selecdo da raca Gir é recente e esta possui caracteristicas
importantes para as condi¢cdes tropicais. Assim, € uma alternativa para incrementar a
pecuaria leiteira, seja como raca pura ou utilizada como base para a producéo do
Girolando.

Apesar dos avancos obtidos e de ja estar sendo rotineiramente utilizada ha
mais de 10 anos no Brasil, os indices da producéo in vitro de embribes (PIVE) tem
permanecido estaveis.

Diante da importancia do Gir e das biotécnicas da reproducdo animal para o
melhoramento genético da raga, sdo necessarios estudos com objetivo de melhorar
os indices de eficiéncia da técnica e investigar fatores genéticos e ndo genéticos que

possam influenciar positivamente a producéo de embrides.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FISIOLOGIA OVARIANA EM BOVINOS

No terco médio da gestacdo, o ovario do feto bovino ja esta repleto de
oogobnias, que estdo contidas em foliculos primordiais. Ao nascimento, a fémea
possui em torno de 150.000 foliculos primordiais que, gradualmente, deixam seu
estado de laténcia e iniciam seu desenvolvimento. Ao chegar a puberdade, esse
namero diminui ficando entre 12.000 a 86.000 e, destes, somente poucos chegam a
ovulacéo durante a vida da fémea, enquanto o restante sofre atresia (CAMPBELL et
al., 1995).

O foliculo € uma unidade morfofuncional do ovario, constituida por odcitos
circundados por células sométicas da granulosa e da teca. A funcdo desses foliculos
€ proporcionar o ambiente ideal para viabilidade, crescimento e maturagao oocitaria.
Foliculos que contém dois ou mais o0citos foram descritos nos ovéarios de fémeas
adultas de varias espécies de mamiferos, sendo denominados de foliculos
multiodcitos (SILVA-SANTOS et al., 2011).

A foliculogénese refere-se ao crescimento desses foliculos e envolve uma
série de mudancas em componentes da parede folicular como células da teca,
granulosa e odcito. Essa se da simultaneamente a oogénese, sendo procedente e
concluida com a ovulacao do odcito e posterior fecundacédo (FAIR et al., 1997).

A populacao folicular dos ovarios é bastante heterogénea, sendo formada de
acordo com o grau de evolucdo dos foliculos. Os foliculos pré-antrais representam
cerca de 90-95% de toda a populacéo folicular, séo diferenciados de acordo com o
namero de camadas de células da granulosa que circundam o odcito imaturo e
constituidos de foliculos primordiais, intermediarios, primarios e secundarios. A
progressédo do foliculo primério para o estagio de foliculo terciario (foliculo antrtal)
leva, aproximadamente, 60 dias e cerca de dois ciclos estrais sdo necessarios para
um foliculo crescer da formacao do antro até o tamanho pré-ovulatério (LUSSIER et
al., 1987).

Os foliculos primordiais sdo os primeiros a serem formados, sendo os
menores encontrados no ovario e circundados por uma camada de células da pre-
granulosa de formato epitelial pavimentoso. De acordo com o crescimento, estes

foliculos sofrem ativagdo, ocorrendo multiplicacdo das células da granulosa e
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transformacao morfolégica em células de formato epitelial pavimentoso para formato
epitelial cubico (FAIR et al., 1997).

O foliculo secundario € caracterizado pela segunda camada de células da
granulosa com forma cubica, pela deposicdo dos componentes da zona pellucida ao
redor do od0cito, sintese dos granulos corticais no citoplasma dos odcitos,
reorganizacdo e ativacao nucleolar, além da primeira deteccdo de sintese de RNA
(FAIR et al., 1997).

A transicdo do foliculo secundario para o estagio de foliculo terciario &
marcada pela continuacdo da proliferacao e diferenciacdo das células somaticas ao
redor do odcito para formar a teca interna e externa, a lamina basal e a formacéo da
cavidade antral. Uma vez formado, o antro aumenta rapidamente e as células da
granulosa proliferam-se e diferenciam-se em células da granulosa murais e células
do cumulus que circundam o odcito (FAIR et al., 1997). Essas células do cumulus
sdo ligadas intimamente ao odécito por meio das juncbes do tipo gap, e séo
responsaveis pelo crescimento e maturacao do odécito (YEO et al., 2009).

O desenvolvimento folicular é caracterizado pela presenca de ondas com
inicio em diferentes épocas durante o ciclo estral, as quais estdo presentes em
fémeas com duas semanas de idade (EVANS et al., 1994).

Na fase pré antral, a regulacao local é predominante, destacando-se o papel
ativo do odcito e sua interacdo com as células da granulosa (BURATINI, 2007). No
inicio do recrutamento folicular da fase antral, as concentracdes de hormoénio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) secretadas pelo hipotdlamo estimulam as
células gonadotroficas da hipofise anterior a sintetizar e secretar hormonio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). O odcito continua a crescer desde a
ativacdo dos foliculos pré-antrais até os foliculos atingirem cerca de 3 mm de
didmetro. Apds esse tamanho folicular ndo é mais observado aumento do tamanho
oocitario e apenas o foliculo cresce até chegar ao estagio pré-ovulatorio (CAIXETA
et al., 2009).

Durante cada onda do pool de foliculos em desenvolvimento, um ¢é
selecionado, torna-se maior e passa a dominar os demais. A partir da fase antral,
guando os foliculos tém em torno de 3 mm de diametro, se tornam dependentes do
suporte gonadotrofico, sendo que o pico de FSH é o principal fator responsavel pelo

crescimento desses foliculos até ocorrer o desvio. Antes de ocorrer o desvio, todos
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os foliculos em crescimento sdo capazes de se tornar dominantes. Isso pode ser
observado quando o FSH exdégeno é administrado no inicio da onda, estimulando
muitos foliculos a atingir o diametro dos foliculos dominantes ou, ainda, quando o
foliculo dominante é destruido (GINTHER et al., 2002).

No periodo de recrutamento, baixas concentragfes circulantes de LH no inicio
da onda induzem a expressao de 17a-hidroxilase/C17-20-liase (CYP17) nos foliculos
em crescimento e ha biossintese de andrégenos nas células da teca, além da
expressao de receptor de lipoproteina de baixa densidade, que fornece colesterol
para a biossintese de esterdides. A producdo aumentada de andrégenos fornece o
substrato para a aromatase, permitindo que as células da granulosa sintetizem
estrogeno (DUNN e MAYO, 2006).

O aumento das concentracdes de estradiol altera o padrdo de secrecdo de
GnRH pois ocorre a producdo de substancias — por exemplo, inibina, ativina,
folistatina (um regulador negativo da ativina) - que influenciam diretamente o
desenvolvimento folicular, sendo que a inibina suprime a secrecdo de FSH pela
hipdéfise anterior (RAJKOVIC et al., 2006).

Aparentemente, essa supressdo de FSH é o fator responsavel pelo
mecanismo que provoca o desvio das taxas de crescimento entre os foliculos
dominantes e subordinados. O foliculo dominante continua a crescer por uma
mudanca na dependéncia de FSH para LH e pela capacidade de melhor resposta
para baixas concentracdes de FSH circulantes. Por outro lado, os foliculos
subordinados séo dependentes de FSH e, portanto, sendo privados deste horménio,
iniciam o processo de atresia. O efeito deletério da presenca de foliculos dominantes
funcionais sobre a qualidade morfoldgica e capacidade de desenvolvimento in vitro
de odcitos € bem conhecido (LONERGAN et al., 2008). O FSH atinge concentracdes
basais no dia do inicio do desvio e se mantém baixo pelos préximos 3 ou 4 dias, até
o surgimento de um novo pico. Um novo aumento de FSH no inicio da onda seguinte
pode ser atribuido a perda do efeito de substancias inibidoras secretadas pelo
foliculo dominante.

Segundo Ginther et al. (1997), o foliculo que se tornou dominante é aquele de
maior tamanho no momento do desvio. O primeiro foliculo a chegar a uma fase
decisiva em que os receptores de LH nas células da granulosa sdo expressos, se

torna o dominante. Quando as concentra¢cdes de progesterona diminuem devido a
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lutedlise durante o ciclo, os foliculos dominantes que expressam receptores de LH e
sdo expostos a concentracbes crescentes dessa gonadotrofina continuam seu
crescimento até a ovulacdo. Impulsionado pela liberacdo de GnRH, o pico pré-
ovulatorio de LH induz a luteinizacdo, acarretando na diferenciacdo das células da
teca e granulosa em células lateas, expansdo do complexo cumulus-odcito (COC),
maturacéo final dos odécitos (que progridem até a metéafase Il), ovulacdo e mudancas
no ambiente enddcrino folicular da dominancia do estrogénio para a dominancia da
progesterona no fluido folicular (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Neste momento pré-
ovulatério, altas concentracBes de estrogénio no microambiente folicular podem ter
impacto na maturacdo e competéncia oocitaria (GEARY et al., 2012).

Resultados de estudos de producéo in vitro de embrides (PIVE) sugerem que
as concentracdes pré-ovulatérias de estrogénio no fluido folicular estdo associadas
com altas taxas de desenvolvimento de blastocisto apds o cultivo (MERMILLOD et
al., 1999). A troca de dominancia de estrogénio para progesterona no fluido folicular
pré-ovulatério de mamiferos no periodo entre o pico de LH e a ovulacao e a sintese
de progesterona pelas células do cumulus do COC durante a maturacdo in vitro
(MIV), conjuntamente a retomada da meiose e maturacdo do odcito, sugerem um
papel da progesterona na maturagdo oocitaria (SALHAB et al., 2011).

Dependendo se a fase de dominéncia esta associada a presenca ou nao de
progesterona e/ou de um corpo luteo, o foliculo vai se tornar atrésico (foliculo
dominante ndo-ovulatério). Isso porque a progesterona presente na fase litea € um
potente supressor da secrecdo pulsatil de LH por modular os neurbénios secretores
de GnRH. Ainda que muitos foliculos sejam recrutados para iniciar o
desenvolvimento, geralmente apenas um chega a fase pré-ovulatoria e ir4 ovular.
Com a regressdo do foliculo dominante ndo ovulatério ocorre queda nos niveis
circulantes de fatores inibitérios do FSH, ocorrendo o reinicio de uma nova onda
folicular (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Apesar da dinamica folicular ser semelhante dentro de cada espécie, existem
diferencas inter-raciais importantes quanto ao numero de ondas durante o ciclo
estral, intervalo inter-ovulatorio, tempo de apresentacao de sinais de estro, intervalo
estro/ovulacdo e numero de foliculos recrutados por onda. Viana et al. (2000),
trabalhando com zebuinos da raca Gir, observaram ciclos com duas (6,67%), trés

(60,00%), quatro (26,67%) e cinco (6,67%) ondas de crescimento folicular. Ja
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animais da raga holandesa, em geral, demonstraram predominéncia de duas e trés
ondas de crescimento folicular por ciclo estral (GINTHER et al., 1989).

Além do numero de ondas, outra diferenca observada entre bovinos Bos
taurus e Bos indicus é o didametro maximo do foliculo dominante, sendo cerca de 11
mm em zebuinos (FIGUEIREDO et al., 1997) e de 16 mm em Holandés (GINTHER
et al., 1996). O menor didmetro do foliculo dominante e do corpo Iuteo (CL)
observado em zebuinos quando comparado com taurinos provavelmente se deve a
uma menor capacidade de secrecdo de LH e a uma menor taxa de crescimento
folicular (BO et al., 2003).

Em zebuinos da raca Gir, Viana et al. (2000) encontraram, para ciclos com
trés ou quatro ondas de crescimento, o intervalo inter-ovulatério de 21,11+1,76 e
22,25+1,71 dias, respectivamente. A duracdo do estro é mais curta nos zebuinos
quando comparado com o0s animais de racas europeias, havendo também uma
maior incidéncia de estro durante a noite. Existem trabalhos que descrevem que
fémeas B. taurus indicus recrutam maior numero de foliculos por onda de

crescimento folicular do que fémeas B. taurus taurus (MARTINS, 2007).

2.2 A RACA GIR NO CONTEXTO DA PECUARIA LEITEIRA BRASILEIRA

A genética da raca Gir apresenta-se distribuida em quase todas as regides do
pais, presente em mais de 80% dos rebanhos leiteiros nacionais, sendo animais
puros ou por meio de cruzamentos com animais holandeses e, portanto, merecem
destaque no panorama da pecuéaria no Brasil (ALVES et al., 2004). Dessa forma,
demonstra-se o0 enorme potencial de mercado desta raca, visto que seus
cruzamentos apresentam bom desempenho na producdo de leite, rusticidade e
maior resisténcia a endo e ectoparasitas, especialmente em sistemas de pastejos
(BORGES et al., 2004).

Originaria da regido do Kathiawar, na india, a raca Gir foi introduzida
oficialmente no Brasil apos importacées ocorridas entre 1906 e 1962. Uma vez em
territério nacional, teve ampla aceitacdo por criadores, gracas a sua adaptabilidade
aos mais diversos sistemas de producéo (LEDIC et al., 2009).

O melhoramento genético para leite na raca Gir apresenta duas importantes
fases. A primeira caracteriza-se pela selecado praticada em nivel de rebanho e a

segunda, apos a implantacdo do Programa Nacional de Melhoramento Genético do
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Gir. Os importantes trabalhos de sele¢éo praticados pela iniciativa publica e privada
demostraram a viabilidade técnica e econdmica e a resposta a selecéo para leite na
raca Gir criada nas condi¢cdes brasileiras. Esses trabalhos praticados em rebanhos
fechados tiveram resultados favoraveis durante anos, até que os criadores notaram
reducdo nas respostas a selecdo, especialmente porque os trabalhos eram
executados em rebanhos fechados, com pouca introdugdo de novas linhagens nos
plantéis (REIS FILHO, 2006).

Logo, em 1985 foi instituido o Programa Nacional de Melhoramento Genético
do Gir (PNMGGL), visando proceder a avaliagdo genética das vacas e executar o
teste de progénie dos touros. Esse trabalho viria complementar a fase de selecéo
praticada em cada fazenda e efetuar um teste central com delineamento apropriado,
para comparar, numa mesma base de avaliacdo, os touros de varios rebanhos,
identificando aqueles superiores para producao de leite, com base no desempenho
das filhas (LEDIC et al., 2009).

2.3 ENDOGAMIA

O pequeno numero de animais da raca Gir introduzidos no Brasil, 0 uso
intensivo de um pequeno numero de touros provados, e a intensificagdo da
utiizagdo em grande escala de biotecnologias reprodutivas aumentam a
probabilidade de co-selecdo de individuos pertencentes a mesma familia e de
acasalamentos entre animais aparentados. A soma destes fatores pode ter
contribuido para reducdo da diversidade genética dessa populacdo da raca Gir,
resultando em animais endogamicos (REIS FILHO et al., 2010).

Para exemplificar a reducdo na diversidade genética na raca Gir, Santana
Junior et al. (2014), estudaram a histéria, estrutura e diversidade genética desta
raca. Verificaram que o uso de um numero limitado de antepassados tem
aumentado anualmente. Segundo estes autores, em 1993, os 10 e 100
antepassados foram responsaveis por 17% e 49% do conjunto de genes da
populacao Gir; em 2010, essas contribuicdes foram de 44 e 76%, respectivamente.

Da mesma forma, apenas 47 ancestrais foram responsaveis por 50% da
diversidade genética do Guzera leiteiro do Brasil (Peixoto et al., 2010). Na raca
holandesa (entre 2000 e 2008) e Jersey (entre 2000 e 2007), os 10 melhores
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antepassados contribuiram 62% e 59% do conjunto de genes da populacéo,
respectivamente (STACHOWICZ et al., 2011).

Esses resultados mostram que alguns individuos tém contribuido amplamente
para a formacdo de determinadas racas. A selecéo artificial e uso intensivo de um
pequeno numero de pais e maes podem levar ao aumento da endogamia e,
consequentemente, a depressdo endogamica sobre as caracteristicas de producéo
e reproducéao.

Existem duas causas possiveis do declinio no fendtipo das caracteristicas
quantitativas por endogamia. A primeira é que os genes favoraveis tém tendéncia a
serem dominantes ou parcialmente dominantes; e o segundo é o fato de animais
heterozigotos apresentarem um valor fenotipico mais vantajoso que o homozigoto
(REIS FILHO et al., 2010).

O coeficiente de endogamia, denotado por F, mede a correlacdo entre 0s
gametas que se unem para formar um zigoto (WRIGHT, 1923) e equivale a metade
do coeficiente de parentesco dos pais, quando o ancestral comum € nao
endogamico. Para o célculo de F, uma populacdo é considerada como base, ou
seja, seus ascendentes sao desconhecidos (fundadores). Essa populacao é utilizada
como referéncia para posteriores comparagdes com a populacdo sob estudo e
assume-se que possua coeficiente de endogamia igual a zero.

Os efeitos da endogamia sobre caracteristicas de importancia econdmica
atraem consideravel interesse da pesquisa, ja que o incremento do coeficiente de
endogamia consequente ao processo de selecdo parece inevitavel. Varios estudos
relacionam o aumento da endogamia em B. taurus indicus com a reducao
significativa da caracteristica fenotipica de interesse econémico (QUEIROZ et al.,
1993; PANETTO et al., 2010).

As caracteristicas reprodutivas sao teoricamente as mais afetadas pelo efeito
da endogamia. Reis Filho (2006) encontraram para a caracteristica da idade ao
primeiro parto na raca Gir, acréscimo de 1,66 dias para cada 1% de aumento no
coeficiente de endogamia. Em relagdo ao indice intervalo entre partos, Dias et al.
(1994) encontraram aumento de 1,36 dias neste intervalo para cada 1% de aumento

na endogamia, em oito rebanhos da raca Nelore analisados.

21



2.4 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

A inseminacao artificial foi a primeira biotecnologia adotada no sistema de
producao brasileiro e visa a multiplicagdo genética por meio da utilizacdo de touros
de alto valor genético. A introducdo de esquemas de ovulacbes mudltiplas,
recuperagédo e transferéncia de embrides, junto com a criopreservacao de embrides
na década de 80, proporcionou um avan¢o na bovinocultura, permitindo aumentar o
namero de gestacdes provenientes de fémeas de alto mérito genético (LOIOLA,
2014).

No entanto, segundo B6 et al. (2000), alguns inconvenientes podem ser
observados nos programas de superovulacédo, tais como a necessidade de iniciar o
tratamento hormonal em momento determinado do ciclo estral e pouca consisténcia
na producdo de embribes viaveis pelas doadoras, sobretudo quando se considera
que 20% a 30% das doadoras ndo produzem nenhum embrido transferivel.

A variabilidade na produgédo de embrido pode ser influenciada por fatores
relacionados com o tratamento superovulatério ou, em maior grau, por fatores
individuais associados as caracteristicas da dinamica folicular ovariana ou condi¢céo
ovariana no momento da superovulacdo (DIAZ, 2001). Além disso, repetidos
tratamentos superovulatorios em novilhas e vacas afetam a fertilidade, podendo
causar cistos e dificuldade para o estabelecimento de prenhez posteriormente
(GALLI et al., 2003).

A PIVE, assim, é considerada a terceira geracdo de biotecnologias da
reproducdo aplicadas ao melhoramento. Esta biotecnologia expandiu-se a partir de
1981, quando nasceu o primeiro bezerro oriundo de fecundacédo in vitro utilizando
odcitos maturados in vivo e sémen fresco (THIBIER et al., 1992) . A partir de 1986,
tornou-se possivel a fecundacdo de odécitos maturados in vitro utilizando sémen
congelado (PARRISH et al., 1986). Pieterse et al. (1988) descreveram o método de
puncao folicular para a recuperacédo de odcitos a partir de fémeas vivas. No Brasil,
os primeiros produtos de PIVE foram obtidos em 1994 utilizando odécitos imaturos,
sémen descongelado e sistemas de co-cultivo. Portanto, a partir da década de 90, a
FIV tornou-se uma biotecnologia bastante promissora para a producdo animal,
sendo utilizada como ferramenta para o melhoramento genético animal (BOLS et al.,
2012).
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Dessa forma, a PIVE compreende um conjunto basico de tecnologias de
reproducdo que envolve a obtencdo de odcitos imaturos de foliculos ovarianos,
maturacdo in vitro (MIV), fecundacao in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) de
embrides (KANE, 2003).

Segundo Goncalves et al. (2002), a obtencdo de odcitos pode ser realizada a
partir de puncdo folicular ou disseccdo folicular, em ovéarios provenientes de
abatedouros ou, in vivo, por laparotomia/laparoscopia ou ultrassonografia via
transvaginal.

A técnica de puncdo folicular guiada por ultrassonografia foi desenvolvida pela
necessidade de um método de recuperacdo de odécitos que fosse menos trauméatico
gue os procedimentos ja existentes e que nao envolvesse uma abordagem cirdrgica
ou semi-cirdrgica dos ovarios (VIANA et al., 2003).

O advento da ultrassonografia na reproducdo animal marcou a evolucao da
obtencdo de odcitos bovinos in vivo (BONI, 2012). Os primeiros relatos ocorreram
em 1987, em que os ovarios eram manipulados por via transretal e posicionados
dorso-lateralmente na cavidade abdominal e um transdutor linear com frequéncia de
3,5 MHz era posicionado externamente na pele, na regido paralombar, de forma que
fosse possivel a visualizagdo dos foliculos e sua puncdo por meio de agulhas
especificas (SENEDA et al., 2002).

Pieterse et al. (1988), a partir de modificagcbes da técnica usada para
humanos, descreveram a aspiracdo folicular via transvaginal por meio da
ultrassonografia, tornando viavel o aproveitamento de odécitos de forma simples e
indcua.

A aspiracdo a campo é realizada com o auxilio de um transdutor, que é
acoplado a guia de aspiracdo, realizada com uma agulha em sua extremidade e
conectada a uma bomba a vacuo que permite a recuperacdo dos odcitos e do
liquido folicular, levando-os direto para um tubo de 50 mL. Esta técnica é
considerada pouco traumatica, e pode ser utilizada repetidas vezes em um mesmo
animal, com eficiéncia semelhante ou eventualmente até maior que a da
laparoscopia. Em seguida, € feita a procura e selecdo dos o0citos viaveis em
microscopio estereoscopico, de acordo com sua morfologia. Aqueles selecionados
sao, entdo, transportados até o laboratorio onde se inicia as etapas de producao in
vitro (GARCIA et al., 2004).
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A frequéncia do transdutor constitui-se em variavel importante no processo de
recuperacdo dos oocitos. Ha citacdes de frequéncias de 3.5 MHz, 7.5 MHz, 5.0 MHz
e 6.5 MHz (BUNGARTZ et al., 1995). A maioria dos autores cita a utilizacdo de
transdutores convexos ou setoriais para a aspiracao folicular transvaginal (BOLS et
al., 1996), com poucos relatos de transdutores lineares. O principal aspecto
desfavoravel da aspiragdo com o transdutor linear refere-se ao espaco limitado entre
o transdutor e a agulha. A restricdo de espaco impede que todas as regides do
ovario sejam puncionadas, mesmo modificando-se 0 posicionamento da gdnada.
Bols et al. (2004) recomendam o transdutor setorial para procedimentos de OPU de
rotina devido a sua maior area de digitalizacdo e capacidade de detectar mais
foliculos pequenos.

A agulha utilizada tem influéncia direta nos resultados da OPU. Segundo
Fernandes (2002), agulhas longas - especificas para aspiracao folicular -
apresentam custo elevado, além de perda da eficiéncia progressiva, o que pode
levar a uma ma recuperacado dos odcitos. Ja agulhas hipodérmicas descartaveis de
18 a 20 Gauge (G) possibilitam uma boa taxa de recuperacdo, conservando a
qualidade dos odcitos.

A pressao de vacuo, assim como a agulha utilizada durante a OPU, também
tem uma influéncia significativa na qualidade morfolégica dos odcitos recuperados
(BOLS et al., 1996). Estes autores relacionaram que baixas pressdes, como 50 mm
Hg, foram pouco eficientes para a aspira¢do, enquanto que pressdes maiores como
120 mm Hg danificavam o revestimento do cumulus oophorus. H4 uma grande
variagao entre os trabalhos, com valores de 40 a 400 mm Hg, embora isto deva ser
considerado com ressalvas, ja que todo o sistema pode influenciar na pressao de
vacuo final. Logo, é interessante um equilibrio entre a eficiéncia da aspiracdo e a
qualidade dos odcitos aspirados (BONI, 2012).

Varias classificac6es morfologicas tém sido adotadas para selecionar od6citos
bovinos na tentativa de identificar os de maior viabilidade. Na figura 1 apresenta-se

uma adaptacao da proposicéo de Lonergan (1992).
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Qualidade oocitaria Descricao

Grau | Células do cumulus compactadas,
contendo mais de trés camadas de
células

Grau |l Células do cumulus compactadas

parcialmente presentes em volta do
oocito ou rodeando completamento o
o6cito, com menos de trés camadas

celulares.

Grau lll Células do cumulus com apenas uma
camada de células

Sem cumulus Auséncia de camada de células do
cumulus

Expandido Células do cumulus expandidas

Atrésico Células do cumulus em regressao
celular

Degenerado Odcitos com sinais de degeneracdo

Figura 1. Quadro com a classificacdo oocitaria de acordo com a composi¢cdo do
cumulus oophorus. Adaptado de Ferraz, 2008.

Para Goncalves et al., 2002, o oécito pode ter o seu potencial de maturacéo,
fecundacdo e capacidade de desenvolvimento embrionario observado pela células
do cumulus oécito (COC). Morfologicamente, os o6citos que possuem maior
potencial de viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo com granulacdes
finas de coloracdo marrom e completamente envolvidas por varias camadas de
células do cumulus dispostas de forma compacta.

Durante a maturacdo, a primeira etapa laboratorial da producéo in vitro, os
oocitos colhidos passam por uma série de transformacées do nlcleo e do
citoplasma. A maturagdo nuclear in vivo inicia ap0s o pico pré-ovulatério de LH,
enquanto que in vitro esse processo € iniciado logo apés a remocdo do odcito do
ambiente folicular, quando é retomada a meiose. Se o 00cito ndo completou a
transformacao citoplasmatica final no inicio da maturacdo espontanea, pode ter
prejudicado a capacidade de desenvolvimento embrionario (GORDON, 2003).

Em geral, os odcitos adquirem progressivamente competéncia para o
desenvolvimento durante o crescimento folicular, embora haja capacidade de
desenvolvimento igual de odcitos coletados de foliculos pequenos ou grandes
(FENG et al., 2007). Nao observa-se diferenca nas taxas de blastocisto entre odcitos

coletados de 3-5 mm em comparacdo com os foliculos de 6-8 mm. No entanto,
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oocitos coletados de foliculos dominantes (> 13 mm) produzem uma taxa de
blastocistos significativamente mais elevada do que os odcitos obtidos de foliculos
de 3-8 mm (MERTON 2003).

Assim, a atresia precoce observada em od6citos provenientes de foliculos
maiores mostra ter um efeito positivo sobre a competéncia oocitaria (BLONDIN e
SIRARD, 1995). Isso pode ser parcialmente explicado pela semelhanca nas
mudancas ultra-estruturais observada em od0citos submetidos a pré-maturacdo e
naqueles que entram em atresia precoce (ASSEY et al., 1994).

Com o objetivo de adiar o recomec¢o da meiose in vitro, pesquisadores como
Albuz et al. (2010) descreveram o adiamento da retomada da meiose e um aumento
significativo na taxa de producdo de embrides. Estes autores desenvolveram um
protocolo de MIV que inclui tanto um periodo de pré-MIV e um periodo prolongado
de MIV.

Durante a aquisicdo da competéncia oocitaria ha maturacdo in vitro, as
células somaticas (da granulosa e do cumulus oophorus) interagem com 0s 00citos
através das juncbes gap, facilitando a passagem de nutrientes e proteinas
reguladoras que participam do crescimento e maturacdo destes (MIYANO, 2003).
Para que todos os eventos de maturacdo oocitaria ocorram in vitro € necessario que
0s meios utilizados durante este periodo mimetizem as condi¢des encontradas
durante o processo de maturagéo in vivo.

Os meios utilizados para a maturagao in vitro sdo modificados de acordo com
a rotina de cada laboratério e, geralmente, utiliza-se como base o Tissue Culture
Medium (TCM-199, Mediatech, Washington, DC, Estados Unidos). Este meio base
pode ser modificado, adicionando-se piruvato, lactato, aminoacidos, bicarbonato de
sédio, vitaminas, antibioticos (GONCALVES et al., 2008) e, ainda, fontes proteicas
de origem animal, tais como soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica bovina
(BSA). A adicao de alguns hormonios ao meio, como LH, FSH ou, ainda, a
associacdo de ambas as gonadotrofinas com hormoénios esterdides, tem sido
utilizada a fim de maximizar a porcentagem de odécitos que completam a meiose e
para aumentar a capacidade de fecundacdo e desenvolvimento até o estagio de
blastocistos (ALVES et al., 2001).

Com poucas excecdes, a maturacao de oocitos bovinos in vitro é realizada a

39°C por 22 a 24 horas em atmosfera de 5% de CO2 em ar e umidade saturada

26



(GONCALVES et al.,, 2002). Somente apés a conclusdo dos processos de
maturagdo nuclear e citoplasmética, o 00cito torna-se competente para a fertilizagdo
e o desenvolvimento embrionario inicial (MINGOTI, 2005).

A fertilizacdo € caracterizada pela fusdo do espermatozdide com o0 o0dQcito.
Posteriormente, ocorre a exocitose dos granulos corticais e a retomada da meiose
com extrusdo do segundo corpusculo polar e formagdo do pronucleo feminino. O
ndcleo espermatico se descondensa transformando-se no pronucleo masculino . Os
pronucleos masculino e feminino migram para o centro do odécito, o envelope nuclear
se desintegra e ocorre a associagcdo dos cromossomos para a primeira divisdo
mitotica, a clivagem, iniciando o desenvolvimento embrionario (GONCALVES et al.,
2002).

Para a fertilizacdo in vitro, antes da capacitacdo e apds o descongelamento
da palheta de sémen, os espermatozoides viaveis precisam ser separados do
plasma seminal, dos crioprotetores, dos extensores e das ceélulas mortas
(GONCALVES et al., 2008). Para bovinos, os métodos de separacdo espermatica
mais utilizados séo o gradiente de Percoll e o swim-up (GALLI e LAZZARI, 1996). Na
pratica, geralmente é utlizada a concentracdo de 1 x 10° a 2 x 10°
espermatozoéides/mL, calculada de acordo com a motilidade e a populagéo viva de
espermatozodides obtida apds o processo de separacdo (GONCALVES et al., 2002).
Neste caso, a capacitacdo espermatica € geralmente promovida pela heparina, um
glicosaminoglicano presente em altas concentracdes no trato reprodutivo de fémeas
bovinas, principalmente durante o estro (BLONDIN et al., 2009)

O co-cultivo de espermatozdides e odcitos para a FIV geralmente € realizado
por um periodo de aproximadamente 6 a 9 horas ou 18 a 22 horas, a 39°C e 5% de
CO2 em ar e umidade saturada em meio Fert-TALP (PARRISH et al., 1986).

Mesmo com o sistema de fertilizacdo in vitro apresentando condi¢cées muito
similares as in vivo, ainda sdo obtidos resultados variados com espermatozoéides
oriundos de touros ou partidas diferentes. Bavister (2002) estima que, em média,
40% dos odcitos maturados e fecundados in vitro podem se desenvolver até o
estadio de blastocisto.

O cultivo embrionario in vitro corresponde ao desenvolvimento do odcito
fertilizado até o estadio de blastocisto. E durante este periodo que ocorrem eventos

como: ativagdo do genoma embrionario, divisdo celular, compactacdo dos
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blastbmeros no estadio de morula e inicio da diferenciacdo embrionaria com a
formacao da blastocele (GARCIA et al., 2004). Esses eventos podem ser afetados
por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como composi¢cdo da atmosfera
gasosa, aminoacidos, pH, fatores de crescimento, luminosidade e vitaminas
(CAMARGO et al., 2006).

As condicdes de cultivo in vitro sdo de fundamental importancia para a
obtencéo de bons indices de producao (GARCIA et al., 2004). Segundo Camargo et
al. (2006), os meios podem ser classificados em indefinido, semidefinido ou definido,
de acordo com suas formulacdes e condi¢des. Os diversos nutrientes utilizados nos
diferentes meios ndo conseguem suprir totalmente as necessidades embrionérias,
ainda sendo observadas alteracfes moleculares e fenotipicas nos embriées (FARIN
et al., 2006).

Entre os principais meios de cultivo embrionario disponiveis no mercado estéo
0 SOF (fluido sintético do oviduto), 0 KSOM, o CR1laa e o CR2aa. O uso de meios
sequenciais também vem sendo utilizado devido as variacbes nas exigéncias
nutricionais dos embrides durante o seu crescimento. Estes sdo modificados durante
o cultivo, de forma a simular as condi¢cdes encontradas nos diferentes locais do trato
reprodutivo durante o periodo de pre-implantacdo embrionaria (CAMARGO et al.,
2006).

O cultivo embrionério in vitro varia de 7 a 9 dias a 39°C, em atmosfera
controlada (5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2) e umidade saturada. A taxa de
blastocisto geralmente é avaliada no 7° dia ap6s a fecundacgéo, quando poderéo ser
transferidos para o Utero de receptoras previamente sincronizadas, que poderdo
levar a gestacao a termo.

O método de aspiracao in vivo associado a FIV é de grande importancia para
gerar um numero muito maior de descendentes de doadoras de alto valor genético
quando comparada com outras biotecnologias como a inseminacdo e
superovulacdo, produzir embrides de vacas gestantes, para vacas que nao
respondem a superovulacdo, para animais portadores de patologias reprodutivas
adquiridas e n&o transmissiveis, e para animais senis e pré-puberes (BONI, 2012).
Os odcitos podem ser coletados em periodos menores entre uma aspiracao e outra,

sem causar transtornos no ciclo estral ou para a prenhez.
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Outra vantagem particular da PIVE é a maximizacdo do uso do sémen,
permitindo maior producdo de embrides com doses de alto valor comercial e,
inclusive, sémen sexado (FABER et al., 2003). A producao de embrides in vitro tem
contribuido para uma maior difusdo do uso de sémen sexado (PONTES et al., 2010).
Além desses aspectos, a PIVE também € uma excelente ferramenta para a pesquisa
de fendmenos relativos aos processos fisioldgicos, bioquimicos e biotecnoldgicos
durante a maturacdo, fertilizacao, cultivo in vitro, capacitacdo espermatica e eventos
relacionados ao inicio do desenvolvimento embrionario na fase de pré-implantacao
(GONCALVES et al., 2008).

Entre as limitacOes desta técnica esta o custo elevado, a inconsisténcia dos
resultados referentes a taxa blastocistos e menores taxas de prenhezes, se
comparado com a MOET (MIRANDA et al., 2007). Uma das grandes questfes
abordadas quando se utiliza a aspiracao folicular sdo os efeitos colaterais. Uma
preocupacdo observada em estudos nos quais doadoras foram submetidas a
repetidas aspiracdes foi que, a partir da quinta sesséo, se tornou cada vez mais
dificil obter uma boa anestesia peridural, mesmo alternando o espaco intervertebral
utilizado para infiltracdo anestésica. A diminuicdo da qualidade do bloqueio
anestésico pode contribuir negativamente para a taxa de recuperacdo de odécitos em
animais aspirados duas vezes por semana (VIANA et al., 2004).

Apesar dos avancos obtidos e de ja estar sendo rotineiramente realizada, os
indices da PIVE tem permanecido estaveis. Estudos relataram taxas de recuperagao
de COCs cerca de 70% por meio da aspiracao folicular transvaginal em animais néo
estimulados (VIANA et al., 2004), taxa de maturacao nuclear e fecundacdo em torno
de 80% e a de blastocisto entre 35-45%, sendo que somente cerca de 40% destes
embribes sdo capazes de gerar uma prenhez apos a transferéncia dos embrides a
fresco e elevada incidéncia de abortos e natimortos (PONTES et al., 2011). Assim,
evidencia-se que ainda ha a necessidade de melhorar a qualidade biol6gica e a
criopreservacao dos embrides.

Ha fortes evidéncias de que diversos fatores exercem influéncia consideravel
sobre a producédo dos odcitos (MERTON, 2009) e a qualidade (CALEGARI et al.,
2006), tais como a idade da doadora, a alimentac&o, a estacdo do ano, variacdes
individuais entre as doadoras, raca das doadoras, fase do ciclo estral, novilhas

puberes e ndo puberes, equipe de pun¢do e o material utilizado, intervalo entre as
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aspiracoes, tratamentos hormonais como aplicagdo de BST (Somatotropina
Recombinante Bovina) e FSH, quantidade de células do cumulus, as quais possuem
participacdo ativa no mecanismo de crescimento e maturacdo dos o00citos,
melhorando resultados e promovendo melhores desenvolvimentos embrionarios
(MERTON, 2009). No entanto, poucos estudos no que diz respeito a influéncia da
endogamia - particularmente da raga Gir - foram realizados abordando a quantidade

e/ou qualidade dos odcitos.
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CAPITULO 1
EFEITO DA EFICIENCIA DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES NA
PROBABILIDADE DE PRENHEZ

38



RESUMO

A melhoria nos sistemas de cultivo in vitro para otimizar a producao de
embrides tem sido um dos principais objetivos de pesquisas em biotecnologia da
reproducao. A relagéo entre a eficiéncia dos sistemas de producdo de embrides e os
resultados de prenhez, no entanto, permanecem controversos. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a probabilidade de prenhez de embrides produzidos in
vitro derivados de lotes de doadoras da raca Gir com diferentes indices de eficiéncia
relativa. Foram avaliados dados de 702 sessfes de puncéo folicular e producéo in
vitro de embrides (PIVE) e de 2.456 transferéncias de embrides, realizadas entre os
anos 2008 a 2012. Todas as doadoras eram do mesmo rebanho e da raca Gir (Bos
indicus), assim como utilizou-se sémen para fertilizacdo in vitro de individuos da
mesma raca. A recuperacdo de COC (complexo cumulus-odcito) e a PIVE foram
realizadas pela mesma equipe, em um Unico laboratorio de fertilizacdo in vitro e
utilizando o meio e os procedimentos padrdo. Apenas os dados a partir de embribes
transferidos a fresco foram utilizados e os registros de 97 sessbes de OPU/PIVE em
gue nenhum embrido foi produzido, ou embrides foram congelados ou descartados
devido a falta de destinatarios, foram excluidos. As 605 sessdes restantes foram
estratificadas em quatrtis (I a IV, cada uma correspondendo a 25% do total de dados)
de acordo com a producdo de COC das doadoras, ou estratificadas em faixas (0-
25%, 26-50%, 51-75% e 76-100%), de acordo com a qualidade do COC (em
porcentagem do COC viavel ou de COC grau |) e de pontos de eficiéncia de
producdo de embrides (taxa de clivagem, taxa de blastocistos). As taxas de prenhez
foram comparadas entre quartis ou faixas pelo teste do qui-quadrado. Em média, as
doadoras da raca Gir produziram 24,8 + 0,6 COC por OPU, da qual 14,4 £ 0,4 foram
classificados como viaveis (57,8%), e 3,2 £ 0,1 em grau | (12,9%). Em média, 6,1 +
0,2 embrides (morulas e blastocistos) foram produzidos por OPU por doadora, e a
taxa de prenhez foi de 30,9%. Como esperado, as doadoras com maior rendimento
de COC total (quartil I), também produziram mais odcitos viaveis (25,5 + 0,7 vs 15,7
+0,3, 10,5+ 0,2 e 5,8 £ 0,2), mais odcitos de grau | (4,8 +0,4vs 3,9+0,3,2,6 £0,2
e 1,6 +£0,1) e mais embrides (9,0 £0,4vs 6,9+0,3,50+0,2e 3,3+0,1) do que as
doadoras dos quatrtis II, lll ou IV, respectivamente (P <0,0001). No entanto, n&o

houve diferenca (P> 0,05) na taxa de prenhez de embribes produzidos a partir de
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doadores classificados nos diferentes quartis (30,9% vs 29,3%, 31,5% e 30,5% para
0s quartis | a IV, respectivamente). Da mesma forma, ndo houve diferenca (P> 0,05)
na taxa de gestacdo de embrides oriundos de sess6es de OPU em que houve um
percentual alto ou baixo de COCs viaveis ou grau |. Na eficiéncia da producéo in
vitro (taxas de clivagem e de blastocisto) também néo teve efeito (P> 0,05) sobre
novas taxas de prenhez. Em conclusdo, estes resultados sugerem que nao ha
nenhuma relacdo entre o numero médio ou a qualidade do COC recuperado por
OPU, a eficiéncia de PIVE e a probabilidade de prenhez de embribes produzidos in

vitro.

Palavras-chave: Aspiracdo folicular, indices de eficiéncia, Gir, Odbcitos, Taxa de

gestacao.
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ABSTRACT

Improving in vitro culture systems to optimize embryo yield has been a major
research goal in reproduction biotechnology. The relationship between the efficiency
of embryo production systems and the pregnancy outcomes, however, remain
controversial. The aim of the present study was to evaluate the likelihood of
pregnancy of in vitro produced embryos derived from batches with different relative
efficiency indexes. Data of 702 ovum pick-up (OPU) and in vitro embryo production
(IVEP) sessions, and of 2,456 embryo transfers, recorded from 2008 to 2012, were
evaluated. All donors were from the same herd, and were of the same breed (Gir,
Bos indicus), as well as the semen used for IVF. The COC recovery and IVEP were
performed by the same team, in a single IVF laboratory, and using standard medium
and procedures. Only data from embryos transferred as fresh were used, and
records from 97 OPU/IVEP sessions in which no embryo was produced, or embryos
were frozen or discharged due to lack of recipients, were discharged. The remaining
605 sessions were stratified in quartiles (I to IV, each one corresponding to 25% of
total data) according to COC production of the donors, or stratified in ranges (0-25%,
26-50%, 51-75%, and 76-100%) according to COC quality (percentage of viable
COC or of grade | COC) and to embryo production efficiency endpoints (cleavage
rate, blastocyst rate). Pregnancy rates were compared among quartiles or ranges by
the chi-squared method. On average, the Gir donors produced 24.8 £+ 0.6 COC per
OPU, from which 14.4 + 0.4 were classified as viable (57.8%), and 3.2 £ 0.1 as grade
I (12.9%). On average 6.1 £ 0.2 embryos (morulas and blastocysts) were produced
per OPU per donor, and mean pregnancy rate was 30.9%. As expected, donors with
greater total COC yield (quartile 1) also produced more viable oocytes (25.5 + 0.7 vs
15.7£0.3,10.5+ 0.2 and 5.8 £ 0.2), more COC grade |1 (4.8 +0.4vs3.9+0.3,2.6 £
0.2 and 1.6 £ 0.1), and more embryos (9.0 £0.4vs 6.9+ 0.3,5.0+£0.2and 3.3 £0.1)
than donors from quatrtiles II, Il or IV, respectively (P<0.0001). Nevertheless, there
was no difference (P>0.05) in pregnancy rates for embryos produced from donors
ranked in the different quartiles (30.9% vs 29.3%, 31.5% and 30.5% for quartiles | to
IV, respectively). Similarly, there was no difference (P>0.05) in the pregnancy rate of
embryos derived from OPU sessions in which there was a high or low percentage of

viable or grade | COCs. In vitro production efficiency (cleavage and blastocyst rates)
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also had no effect (P>0.05) on further pregnancy rates. In conclusion, these results
suggest that there is no relationship among the average number or quality of the
COC recovered by OPU, the efficiency of IVEP, and the likelihood of pregnancy of in

vitro derived embryos.

Keywords: Efficiency rates, Follicular aspiration, Gir, Oocyte, Pregnancy rate.
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1. INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) € uma técnica que permite aumentar o
numero de descendentes de doadoras de alto valor genético. Segundo Goncalves et
al. (2007), cada fémea bovina é capaz de produzir de 50 a 100 embrides/ano,
apesar de existir uma grande variacdo deste niumero entre doadoras. Isso permite
uma diminuicdo do intervalo de geracdes, acelerando o melhoramento genético
animal (VARAGO et al., 2008).

No entanto, a producdo de embrides, seja in vivo ou in vitro, ainda é
caracterizada pela inconstancia nos resultados. Essa instabilidade ocorre devido aos
efeitos de variaveis intrinsecas ao processo (SIRARD et al., 2006), dificultando a
otimizacao do método.

Considerando-se os baixos indices de geracao de blastocisto e de gestacdes
obtidas, a PIVE € caracterizada por uma baixa eficiéncia relativa (CAMARGO et al.,
2006). Além disso, situacdes como bezerros com maior peso ao hascer, periodo de
gestacdo mais longo, aumentos na incidéncia de abortos, de mortalidade perinatal e
de anormalidades congénitas tém sido associadas as prenhezes produzidas por
transferéncia de embrides produzidos in vitro (VAN WAGTENDONK DE LEEW et al.,
2000).

Ja foram relatadas taxas de recuperacao de complexo cumulus-odcito (COC)
de cerca de 70% em animais ndo estimulados por meio da aspiracdo folicular
transvaginal (VIANA et al., 2004). Além disso, foi descrita taxa de maturacao nuclear
e fecundacdo em torno de 80% e a taxa de blastocisto entre 35-45% dos 04citos
fertilizados (BOLS et al., 2012), sendo que somente cerca de 40% destes embrides
sdo capazes de gerar uma prenhez apos a transferéncia (PONTES et al., 2011).

Geralmente, os valores médios de producdo de embrides sao utilizados para
coordenar as etapas de um programa de transferéncia de embrides (TE) e PIVE.
Diante desse cenario, evidencia-se a necessidade de melhorar as etapas da PIVE,
destacando-se os sistemas de cultivo in vitro para otimizar a producdo dos embrides
e, consequentemente, aumentar a eficiéncia do processo.

Devido a relacdo entre a eficiéncia dos sistemas de producdo in vitro de
embrides e o0s resultados de prenhez, permanecerem controversos, tornam-se

necessarias pesquisas que esclarecam a associacdo entre esses fatores. Dessa
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forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a probabilidade de prenhez de embrides
produzidos in vitro derivados de lotes de doadoras com diferentes indices de

eficiéncia relativa.

2. OBJETIVOS

Avaliar se a taxa de prenhez é influenciada pelos seguintes indices: niumero de
oocitos recuperados, taxa de odcitos vidveis, taxa de odcitos de grau |, taxa de
clivagem e taxa de blastocisto.

3. HIPOTESE

Maiores indices de eficiéncia relativa na PIVE interferem na taxa de gestacao.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO, CONDICOES CLIMATICAS E MANEJO NUTRICIONAL E
SANITARIO

As aspirac0Oes foliculares foram realizadas na Fazenda do Basa, localizada no
municipio de Leopoldina, Minas Gerais (225m de altitude, 21°31°’55” latitude sul e
42°38’'35” de longitude oeste) no periodo de maio de 2008 a fevereiro de 2012.

A topografia da regido caracteriza-se por superficies onduladas a
montanhosas. O clima local, segundo a classificacdo de Kdeppen (1948), € o Aw,
que corresponde a clima tropical Umido, com inverno seco, verao chuvoso e
temperatura média do més mais frio superior a 18°C.

As doadoras foram mantidas em piquetes rotacionados de grama-estrela
(Cynodon nlemfuensis) cv. Africana, com agua e sal mineral ad libitum e
suplementacéo a base de racdo com 22% de proteina, silagem de milho e feno.

O controle sanitario dos animais era realizado com vacinag¢des contra IBR

(Rinotraqueite Infecciosa Bovina), BVD (Diarreia Viral Bovina), Leptospirose,
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Carbunculo, Raiva, Aftosa, além de um esquema estratégico no controle de ecto e
endoparasitas.

4.2 DOADORAS

Foram utilizadas 90 doadoras de odcitos da raca Gir (Bos indicus), de
diferentes familias com idade entre 15 e 158 meses. Os animais foram mantidos em
condicbes semelhantes de alimentacdo e foram submetidos a0 mesmo manejo

nutricional e sanitario durante o experimento.

4.3 PUNCAO FOLICULAR (OPU) E RECUPERACAO DE COC'’S

Foram realizadas aspiracdes foliculares com a técnica de aspiracdo
transvaginal guiada por ultrassom (OPU - Ovum Pick Up) nas doadoras pelos
técnicos de uma empresa brasileira especializada na producao in vitro de embrides
bovinos.

Os procedimentos foram realizados utilizando-se equipamento de ultrassom
Mindray DP 2200 (Mindray, Shenzhen, China) com transdutor microconvexo de 6,5
MHz conectado a guia de puncédo WTA (WTA®, Cravinhos, SP, Brasil) com cateteres
18G (JELCO® PLUS, Medex do Brasil, SP, Brasil) e linha de aspiracdo (WTA®
Cravinhos, SP, Brasil) em tubos falcon de 50 ml (Corning® Glass Works., Corning,
NY, Estados Unidos). A presséo de vacuo foi obtida com uma bomba de aspiracéo
(BV003d WTA®, Cravinhos, SP, Brasil) ajustada entre 72 e 82 mm Hg.

Para evitar movimentos abruptos, desconforto e movimentos peristalticos que
poderiam causar lesbes nos animais, foi realizada anestesia epidural, utilizando-se 3
mL de lidocaina a 2% sem vaso constrictor (Anestésico L, Pearson, Sdo Paulo,
Brasil). Para evitar contaminac0des, realizou-se assepsia da regido do anus e vulva
dos animais e em seguida foi realizada a manipulacdo transretal, para que 0s
ovarios fossem posicionados para facilitar a puncdo dos odcitos. Posteriormente, o
transdutor acoplado a guia de bidpsia e agulha foi introduzido pelo canal da vagina e
os foliculos com diametro igual e superior a 3 mm a serem aspirados foram
posicionados no percurso da agulha e apresentados na tela do ultrassom. Com o
auxilio da bomba de vacuo, os foliculos foram aspirados e o mesmo procedimento
foi repetido em todos os foliculos visiveis de cada ovario. No final de cada

procedimento, o sistema que liga a agulha a bomba de vacuo foi lavada com meio
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de manutencdo composto de DPBS (DulbeCOC Mod. PBS, Vitrocell, Campinas, SP,
Brasil) acrescido de 5,0 Ul/ml de heparina sédica (Liguemine, Roche, Rio de Janeiro,
Brasil) para um tubo de 50 ml contendo o material aspirado.

Em seguida, os tubos contendo o material aspirado foram conduzidos ao
laboratorio da fazenda, onde foram transferidos ao filtro de colheita de embribes
(EmCom®, Nutricell, Campinas, Brasil) e lavados trés vezes com a mesma solugéo
utilizada na aspiracdo para uma placa de Petri. Em seguida, foi realizada a selecéo,
contagem e classificacdo dos o0citos por meio de um estereoscopio, 0s quais foram
classificados de acordo com o numero e disposicdo das células do cumulus e
aparéncia do citoplasma em odcitos com cumulus (grau |, grau Il ou grau Ill), sem
cumulus, expandido, atrésicos ou degenerados, segundo Lonergan (1992).

Os od6citos considerados viaveis (grau |, Il e 1ll) foram lavados em solucédo de
TCM-199 Hepes (Gibco Life Techonologies, Grand Island, EUA), suplementada com
10% de SFB, 50 yg de gentamicina e 2,2 pg de piruvato. Apds essa etapa, os
odcitos foram acondicionados em criotubos (Uniscience, Sdo Paulo, Brasil) com 400
ML de meio de maturagdo constituido de TCM-199 bicarbonato (Gibco Life
Techonologies, Grand Island, EUA), suplementado com 10% de SFB, 50 Ul de
hCG/mL; 0,5 ug/mL de FSH; 1 uyg/mL de estradiol; 2,2 ug/mL de piruvato e 70 uyg/mL
de amicacina. Esse meio foi recoberto por 300 pyL de 6leo mineral. Por fim,
gaseificou-se 0 ambiente interno do criotubo com uma mistura de 5% de CO:2 e
submeteu-se 0s mesmos ao transporte em incubadora portatil (19180/0002,

Minitube, Tiefenbach, Alemanha) a uma temperatura de 38,5°C.

4.4 PRODUGAO IN VITRO DOS EMBRIOES

Chegando ao laboratério, os o6citos em maturacdo foram transferidos para
placas de Petri (100x20mm-TPP, Vitrocell, Campinas, Brasil), em microgotas de 100
ML de meio de maturagdo semelhante ao usado no transporte. Os od6citos
permaneceram incubados por 24 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de COa.

Percorrido o tempo de maturacdo, os odcitos foram lavados trés vezes em
meio de fecundacéo TALP-FIV e transferidos para microgotas de 100 yL de meio de
fecundacado Tyrode modificado (TALP) suplementado com 10 pg/mL de heparina e
160 pL de solugédo de epinefrina (PHE). Foi utilizado sémen criopreservado de 12

touros da raca Gir. O sémen foi separado em gradiente de Percoll 90 e 45%,
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submetido a uma forca de centrifugagéo de 200 g durante 30 minutos. O segmento
recuperado foi avaliado e ajustado de modo a obter a concentragéo final de 100 x
103 espermatozoides viaveis por gota. Posteriormente, foram incubados por 18
horas a 39°C em atmosfera de 5% de COzem ar para a fecundacao.

Apos o tempo de fecundacgéo, as estruturas foram lavadas por trés vezes e
transferidas para microgotas de 100 pyL de meio de cultivo SOF modificado
recobertas com 6leo mineral. O meio de cultivo foi renovado em cada microgota no
terceiro e no quinto dia (feeding), permanecendo nestas por um periodo de seis dias,
até serem submetidos ao transporte para a propriedade onde estavam as
receptoras.

4.5 RECEPTORAS DE EMBRIOES E TRANSFERENCIAS DE EMBRIOES

Foram utilizadas receptoras (vacas e novilhas) mesticas do mesmo rebanho,
as quais foram submetidas ao protocolo de transferéncia de embrides em tempo
fixo. As receptoras receberam um dispositivo intravaginal de progesterona
(Cronipres® 0,558g P4, Biogenesis-Bago, Buenos Aires, Argentina) associado a 2
mg de benzoato de estradiol i.m. (Bioestrogen®, Biogenesis-Bago, Buenos Aires,
Argentina). No dia 8, os dispositivos foram retirados e foram aplicados 300 Ul de
gonadotrofina coribnica equina i.m. (eCG, Novormon®, MSD Saude Animal, S&o
Paulo, Brasil), 150 ug de cloprostenol i.m. (Croniben®, Biogenesis-Bagd, Buenos
Aires, Argentina ) e 1 mg de cipionato de estradiol i.m. (ECP®, Zoetis, Guarulhos,
Brasil). Os embrides foram transferidos 17 dias apds o inicio do protocolo.
Anteriormente a cada inovulagdo, os mesmos procedimentos referentes a limpeza,
assepsia e anestesia realizados nas doadoras foram conferidos as receptoras.
Também foram realizadas palpacéo retal para determinacdo da presenca do corpo
lteo (CL) e, posteriormente, transferéncias dos embrides no terco final do corno
uterino ipsilateral ao ovario com CL presente. A transferéncia dos embrides foi

realizada por técnicos especializados, pelo método transcervical (n&o cirlrgico).

4.6 DIAGNOSTICO DE GESTACAO
O diagnostico de gestacdo foi realizado por ultrassonografia transretal, 30
dias ap6s a data da FIV e repetido com 60 dias, utilizando transdutor linear de 5,0

MHz (Aloka SSD 500, Aloka, Jap&o). Foi considerado diagnéstico de gestacdo
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positivo a presenca de uma vesicula embriondria com viabilidade confirmada

(batimento cardiaco).

4.7 DESENHO EXPERIMENTAL

Foi realizada a andlise retrospectiva dos dados de 702 sessfes de aspiracdo
folicular e PIVE e de 2.456 transferéncias de embrides, realizadas entre maio de
2008 e fevereiro de 2012. Todas as doadoras eram do mesmo rebanho e da mesma
raca (Gir, Bos indicus). O sémen utilizado para fertilizacdo in vitro também era de
individuos da raca Gir. A recuperacao de COC e PIVE foram realizadas pela mesma
equipe, em um Uunico laboratério de fertilizacdo in vitro, e utilizando o meio e os
procedimentos padrdo. Apenas os dados a partir de embrifes transferidos a fresco
foram utilizados. Registros de 97 sessdes de OPU/PIVE em que nenhum embrido foi
produzido, ou embrides foram congelados ou descartados devido a falta de
destinatarios, foram excluidos.

As 605 sessdes restantes foram estratificados em quartis (I a IV, cada uma
correspondendo a 25% do total de dados) de acordo com a producédo de COC das
doadoras. Os dados também foram estratificados em faixas (0-25%, 26-50%, 51-
75% e 76-100%), de acordo com a qualidade do COC (em percentagem do COC
viavel ou de COC grau I) e também de pontos de eficiéncia de producdo de

embrides (taxa de clivagem, taxa de blastocistos).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de recuperacdo de odcitos foram submetidos a andlise estatistica
descritiva. As médias seguidas de desvio padrdodo numero de COC’s recuperados,
taxa de odcitos viaveis, taxa de odcitos grau |, taxa de clivagem e taxa de
blastocistos foram obtidas e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com
5% de probabilidade de erro. Esse procedimento foi realizado para demonstrar as
diferencas entre os quartis determinados. Os dados referentes a essas comparagoes
encontram-se no anexo. As taxas de gestacdo das receptoras inovuladas foram
comparadas entre quartis ou faixas pelo método do qui quadrado.

De acordo com os indices de eficiéncia relativa na producdo in vitro de

embrides, as doadoras foram distribuidas em diferentes quartis ou faixas. O objetivo
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foi separar as doadoras em classes para facilitar as comparacdes entre elas, haja
vista a grande variacéo individual.

Em relacdo ao rendimento de COC total, as doadoras foram distribuidas em
quartis. Nesse caso, no primeiro quartil foram agrupadas as doadoras que obtiveram
de 112 a 32 odcitos totais, enquanto que no segundo e terceiro quartis agruparam-
se aquelas que obtiveram recuperacao oocitaria de 31 a 22 e 14 a 21 odcitos totais,
respectivamente. Finalmente, no quarto quartil, aquelas que obtiveram de 1 a 13
o0citos totais.

Quanto a porcentagem de od0citos viaveis em relagcdo ao numero total de
odcitos recuperados por OPU, as doadoras que produziram de 100 a 67% de o4citos
viaveis foram classificadas na primeira faixa. As segunda e terceira faixas
corresponderam as taxas de 66 a 59% e 58 a 50%, respectivamente, e a quarta
faixa, as doadoras que produziram de 49 a 15% de odcitos viaveis.

Da mesma forma, as doadoras foram distribuidas de acordo com a
porcentagem de o0citos grau | em relacdo ao nuamero de od6citos viaveis
recuperados por OPU. Assim, as faixas foram estratificadas e classificadas com as
seguintes porcentagens: 100 a 80%, 75 a 52,4%, 25,9 a 50% e 0 a 25%.

Ja na eficiéncia da producdo in vitro em relacdo a taxa de clivagem, as
doadoras também foram distribuidas em faixas percentuais, que foram: 75,68 a
100%, 51,72 a 75% e 22,50 a 50%. De modo semelhante, a taxa de blastocistos em
relacdo ao numero de embrides clivados foram estratificados em faixas de 76,47 a
100%, 52 a 75%, 25,81 a 50% e 2,38 a 25%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 605 sessfes realizadas, foram recuperados 14.633 odcitos. Deste total,
6.180 (42%) foram classificados como odcitos inviaveis e 8.453 (58%) como o6citos
viaveis, dentre os quais 1.887 foram classificados em grau I, 2.598 em grau Il e

3.968 em grau Il (Figura 1).
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Figura 1. Numero de odcitos inviaveis e viaveis (classificados em grau I, 1l ou
[II) produzidos por meio da OPU.

Em média, as doadoras da raca Gir produziram 24,8 + 0,6 COC por OPU, na
qual 14,4 + 0,4 (57,8%) foram classificados como viaveis e 3,2 + 0,1 (12,9%) em

grau | (Tabela 1).

Tabela 1. Namero total, média e erro padrdo do nimero de odcitos viaveis (Gl, Gll e
Glll) e inviaveis recuperados em 605 sessdes de aspiracdo folicular em doadoras da
raca Gir.

Total Média + EP (CV)
COC 14633 24,8 + 0,6 (60,1)
Odcitos Viaveis 8453 14,4 +£0,4 (61,1)
Gl 1887 3,2+0,1(103,1)
Gl 2598 4,4 +0,1(81,8)
Gl 3968 6,7+0,2(91,1)
Odcitos Inviaveis’ 6180 10,5+ 0,3 (68,6)

COC: Total de complexo cumulus-oécitos; Gl: Odcitos viaveis grau I; Gll: Oécitos viaveis grau Il; Glil:
Odcitos viaveis grau lll; EP: Erro padrédo; CV: Coeficiente de variagéo.

Os resultados médios de recuperacdo de estruturas totais e o0citos viaveis
por sessao de aspiracdo (24,8+0,6 e 14,4+0,4; respectivamente) foram superiores
aos previamente relatados por Pontes et al. (2010) (17,1+4,5 e 12,1+3,9), para a
ragca Gir. Também foram superiores aos obtidos por Viana et al. (2012), que
analisaram os dados de quatro consolidadas empresas brasileiras produtoras de
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embrides bovinos in vitro e encontraram média de 19,90 odcitos por OPU, variando
entre 15,20 e 24,40.

A disponibilidade de odcitos é considerada um dos principais fatores que
influenciam a produgé@o de embrides in vitro. Essa caracteristica apresenta grande
variabilidade individual e depende de diversas variaveis fisioldgicas ou patologicas,
como idade, padrdo nutricional, estacdo do ano, temperatura e fatores genéticos
(MEIRELLES et al., 2008). Estas variaveis podem justificar o coeficiente de variacao
alto encontrado neste estudo.

A forma como cada procedimento de aspiracdo folicular € realizado pela
equipe técnica também influencia na recuperacdo oocitaria. A quantidade de
puncdes, o tipo de bomba de vacuo, a pressao utilizada, o tipo de agulha, a
eficiéncia do técnico e modificacbes na classificacdo dos odcitos sao fatores
extrinsecos que podem justificar as divergéncias entre os autores (VIANA e BOLS,
2005; SENEDA et al., 2006; PONTES et al., 2009).

O numero de estruturas classificadas como “nao-viaveis” por sessao (10,5 +
0,3) foram semelhantes ao observado em aspiracdes realizadas aleatoriamente em
relacdo ao ciclo estral (MANIK et al.,, 2003). Entretanto, foram superiores aos
resultados obtidos por Oliveira (2011), de 5,0 + 5,6, que trabalhou com doadoras da
raca Gir submetidas a protocolos hormonais de pré-aspiracdo. Esse método tem
como objetivo sincronizar a onda de crescimento folicular das doadoras, evitando a
presenca de foliculos dominantes, os quais podem promover efeito deletério sobre a
qualidade oocitaria dos demais foliculos (HENDRIKSEN et al., 2004). Esse resultado
esta de acordo com aqueles demonstrados por autores que descreveram uma
melhor qualidade oocitaria com a sincronizacdo da onda e reducédo do efeito da
dominancia (MELO, 2008). Isso poderia explicar a elevada recuperacdo de odécitos
invidveis por sessdo de OPU neste experimento, ja que nao foi realizado nenhum
protocolo de sincronizacéo da onda folicular nos animais deste estudo.

Outra questdo a ser considerada esta relacionada aos danos mecanicos
inerentes aos sistemas de aspiracao folicular utilizados para a recuperacdo de
oocitos. O efeito da pressdo de vacuo e da configuracdo do sistema sobre a
integridade do complexo cumulus-odcito foi bem caracterizado (VIANA e BOLS,

2005), e resulta principalmente em forgas de “shear stress” e atrito que acarretam a

51



perda de células do cumulus dos odcitos, resultando na formacdo de odcitos
desnudos, contribuindo também com a producédo de odcitos inviaveis.

Foram produzidos 3.669 embribes (moérulas e blastocistos), o que
corresponde a uma média de 6,1 + 0,2 por OPU por doadora. Em alguns momentos,
a quantidade de embrides produzidos superou a quantidade de receptoras
disponiveis para transferéncia. Dessa forma, em determinadas situagdes ao longo
do experimento, parte dos embrides produzidos foram congelados e até mesmo
descartados. Assim, foram computados 2.456 embrifes transferidos, que resultaram
em 760 gestacgdes (30,9%) (Tabela 2).

Tabela 2. Numero total, média e erro padrdo de odcitos recuperados, o0citos
maturados, embribes clivados, embrides produzidos, embrides transferidos e
gestacoes obtidas referentes a 605 sessdes de OPU em doadoras da raca Gir.

CcoC MIV CLiv Embrides TE P+
Total 14633 9018 7593 3669 2456 760
MédiazEP 24 8+0,6 14,9+04 12,6+0,3 6,1+0,2 4.1+0,1 1,3+0,1
(CV) (60,1) (63,1) (64,3) (63,9) (70,7) (207,7)
Porcentagem
100 62 52 25 17 5
(%)

COC: Total de complexo cumulus-odcitos recuperados; MIV: Odcitos maturados in vitro; CLIV:
Numero de embrides clivados; Embriées: Niumero de embrides produzidos; TE: Total de embrides
transferidos; P+: NUumero de prenhezes obtidas. EP: Erro padrdo; CV: Coificiente de variagdo.

A producao de embribes encontrada neste estudo, que corresponde a uma
taxa de 25% em relacdo ao total de odcitos recuperados, sao relativamente
superiores aos valores obtidos por Pontes et al. (2010), de 3,2 embrides/OPU por
doadora da raca Gir. Entretanto, este resultado € relativamente inferior se
comparado com um estudo realizado por Pontes et al. (2009) na raca Nelore, em
que obtiveram média de 9,4+5,3. O nimero médio de embribes obtidos por bateria,
contudo, € caracteristico de racas zebuinas, e relativamente superior ao
normalmente obtido com racas taurinas (SENEDA, 2005). Thibier (2004)
encontraram meédia de 1,6 embribes por sessao de aspiracdo em doadoras da raca
Holandesa, evidenciando a grande diferenca entre as racgas.

Diferencas na producdo de embribes podem também ser explicadas pelo fato
de que sistemas de cultivo in vitro s&o processos elaborados, nos quais variagdes na

composicdo dos meios ou nas condi¢des de cultivo podem influenciar a producéo de
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embrides. Outro ponto limitante da producdo de embrides in vitro € a caracteristica
inicial dos odcitos cultivados (SIRARD, 2006).

As taxas de gestacdo encontradas neste estudo foram relativamente
inferiores as citadas por Pontes et al. (2010), que observaram taxa de gestacdo de
40% trabalhando com doadoras da raga Gir. Essas taxas também foram
relativamente inferiores as obtidas por Viana et al. (2010), que verificaram taxa de
gestacao de 38,5%. Em contrapartida, existem varios relatos sobre taxas de prenhez
de receptoras bovinas em embrides produzidos in vitro variando de 30 a 51%
(HASLER, 2000; SCHMIDT, 2007; ANDRADE et al., 2012), as quais sao inferiores
aguelas obtidas com os produzidos in vivo (HASLER, 2003). Segundo Hasler (2003),
as diferencas bioquimicas e metabdlicas nos embries podem afetar os resultados
das taxas de prenhez. Shulman et al. (1993) destacaram a grande importancia da
boa qualidade do embrido para a obtencdo de bons resultados, j& que existe uma
relagdo positiva entre a qualidade morfolégica dos embrides e a posterior taxa de
prenhez.

Outro fator que pode influenciar a probabilidade de prenhez é a sincronia
embrido-receptora, sendo um dos mais importantes na selecado das receptoras para
um programa de PIVE de embrides (ANDRADE et al., 2012). Peixoto et al. (2004)
descreveram melhores taxas de prenhez em receptoras que deram cio um dia antes
da aspiracéo folicular. Segundo Callesen et al. (1996), isto poderia ocorrer devido ao
estabelecimento precoce das condicbes uterinas ideais. A sincronia entre o
ambiente uterino e o embridio é essencial para maximizar a sobrevivéncia
embrionéria, sendo a progesterona importante por controlar mudancas no utero,
além de influenciar o crescimento embrionario (REIS FILHO, 2006). Por outro lado,
Spell et al. (2001) ndo encontraram efeito de sincronismo na taxa de prenhez.

A condi¢do nutricional também é um fator que pode comprometer a taxa de
prenhez de receptoras. A ingestao insuficiente de energia esta correlacionada com
baixo desempenho reprodutivo e reducdo nas taxas de concep¢do em vacas de
corte e de leite (SANTOS, 2005). Na literatura cientifica, varios estudos associaram
a nutricdo a reducao da fertilidade, principalmente em vacas leiteiras e identificaram
como causas determinantes o balango energético negativo (BEN), evidenciado pela

diminuicdo do escore da condicdo corporal no pés-parto (MOREIRA et al., 2000).
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Conforme esperado e mostrado na tabela 3, as doadoras com maior
rendimento de COC total (quartil 1), também produziram mais o00citos viaveis
(25,5+0,7 vs 15,7+0,3, 10,5+0,2 e 5,8+0,2), mais odcitos de grau | (4,8+0,4 vs
3,9+0,3, 2,6+0,2 e 1,6£0,1), e mais embrides (9,0+£0,4 vs 6,9+0,3, 5,0+0,2 e 3,3+0,1)

do que as doadoras dos quartis I, lll ou 1V, respectivamente (P <0,0001).

Tabela 3. Numero total, média e erro padrdo de odcitos recuperados (COC), odcitos
viaveis, porcentagem de odcitos viaveis em relacdo ao numero total de odcitos
recuperados, odcitos de grau |, porcentagem de o0citos grau | em relagdo ao
namero de odcitos viaveis, embrides produzidos e porcentagem de embrides
produzidos em relacdo ao numero de odcitos maturados subdivididos entre os
quartis.

Quartil | Quartil 1l Quatrtil 11l Quartil IV

COC 44,8+1,12 27,0+0,2>  18,0+0,2°  9,6+0,3¢
(29,9) (10,4) (12,8) (33,3)

Odcitos viaveis 25,5+0,72 15,7+0,3*  10,5+0,2¢ 5,8+0,2¢
(34,1) (19,8) (21,9) (40,4)

Odcitos viaveis (%) 56,9+0,8 58,3+0,8 58,5+0,9 61,2+14
(17,9) (17,2) (29,7) (28,5)

Odcitos Gl 4,8+0,42 3,9+0,3° 2,6+0,2¢ 1,6+0,1¢
(91,7) (84,6) (84,6) (93,8)

Odcitos Gl (%) 19+1,3 24,1+1,6 24,6£1,6 28,7122
(82,6) (79,7) (76,8) (94,5)

Embrides 9+0,42 6,9+0,3° 5,0+0,2¢ 3,3+0,1¢
(54,4) (50,7) (46,0) (48,5)
Embrides (%) 36,8 43,5 48,5 62,2
(50,0) (48,1) (44,5) (42,0)
Taxa de gestacao (%) 30,92 29,32 31,52 30,42

(280/905) (186/635)  (152/483) (152/483)

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (P<0,0001) pelo Teste de Tukey. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Qui-Quadrado (P>0,05). COC: Total de
complexo cumulus-00citos recuperados; Odcitos viaveis (%): porcentagem de odcitos viaveis; Gl:
odcitos grau I; Odbcitos Gl (%): porcentagem de odcitos grau |; % embrides: porcentagem de
embrides.

Os dados da tabela 3 mostram que doadoras que produzem menor numero

de odcitos - supostamente as piores doadoras considerando-se a producao absoluta
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- convertem mais embrides proporcionalmente. Ndo h&d uma explicagdo aparente
para o fato, considerando-se que a expectativa seria 0 oposto devido ao efeito
aditivo dos COCs em cultivo (BRUM, 2004). Esses resultados sugerem que o
namero de odcitos recuperados por OPU nédo esta diretamente relacionado com o
potencial de desenvolvimento do odcito.

N&o houve diferenca (P> 0,05) na taxa de prenhez de embrides produzidos a
partir de doadores classificados nos diferentes quartis (30,9% vs 29,3%, 31,5% e
30,5% para os quartis | a IV, respectivamente-Tabela 3).

Os resultados apresentados na tabela 3 estédo de acordo com Oliveira (2011),
gue trabalhou com a variagédo do potencial de doadoras da raca Gir para a producéo
in vitro de embrides. Esses autores observaram que as doadoras com maior
producdo de odcitos produziram mais o0citos viaveis e mais embrides. Entretanto, a
taxa de gestacdo dos embrides produzidos pelas doadoras dos diferentes quartis
nao diferiram, semelhante aos dados deste estudo.

A taxa de gestacdo de embrides oriundos de sess6es de OPU em que houve
um percentual alto ou baixo de COCs viaveis (Tabela 4) ou grau | (Tabela 5) ndo

apresentou diferenga (P>0,05).

Tabela 4. Classificacdo de doadoras estratificadas em faixas de acordo com a
porcentagem de odcitos viaveis em relacdo ao numero totais de odcitos recuperados
por sessdo de OPU e comparacao da taxa de prenhez.

Classificacao TE P+ P- P+ (%)
das doadoras
76-100% 135 34 101 25,22
51-75% 1767 557 1210 31,52
0-50% 489 139 350 28,42

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Qui-Quadrado (P>0,05). TE:
Numero de embribes transferidos; P+: Nimero de prenhezes obtidas; P-: Prenhez negativa; P+ (%):
Porcentagem de prenhezes obtidas em relacdo ao nimero de transferéncia de embrifes realizadas.
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Tabela 5. Classificacdo de doadoras estratificada em faixas de acordo com a
porcentagem de oocitos de grau | em relagdo ao numero de oOcitos vidveis
recuperados por sessao de OPU e comparacdo da taxa de prenhez.

Classificacao TE P+ P- P+ (%)
das doadoras
76-100% 25 11 14 44,02
51-75% 186 51 135 27,42
26-50% 745 220 525 29,52
0-25% 1435 448 987 31,22

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Qui-Quadrado (P>0,05).TE:
Numero de embries transferidos; P+ NUmero de prenhezes obtidas; P-: Prenhez negativa; P+ (%):
Porcentagem de prenhezes obtidas em relacdo ao niumero de transferéncia de embrides realizadas.

Independente da taxa de odcitos vidveis e da taxa de odcitos grau |, o
tamanho do foliculo que origina o odécito é um parametro importante que pode
influenciar a competéncia deste e, consequentemente, pode influenciar na taxa de
gestacdo. Diversos autores observaram que o tamanho do foliculo menor que 3 mm
de diametro esta relacionado a menor competéncia oocitaria (LONERGAN et al.,
1994; BLONDIN e SIRARD, 1995). Quando os od0citos sdo recuperados muito
precocemente, provavelmente estes nao possuem alguns fatores foliculares
adicionais para aquisicdo da competéncia. Muitos dos odcitos recuperados para
serem utilizados na PIVE tém um potencial reduzido de desenvolvimento por serem
retirados precocemente do ambiente folicular e ndo estarem totalmente competentes
ou prontos para serem fecundados (JEE et al., 2009). Por outro lado, odcitos
oriundos de foliculos grandes estdo relacionados a maior competéncia,
consequentemente maiores taxas de clivagem s&o obtidas (CAIXETA et al., 2009).

Assim, observa-se que, apesar de altas ou baixas taxas de odcitos de grau |
ou odcitos viaveis, ndo ha alteracdo significativa da taxa de prenhez. Na tabela 5,
observa-se que as doadoras classificadas na faixa de 76-100% de odcitos viaveis
apresentaram uma elevada taxa de prenhez se comparada com as outras faixas,
que pode ser justificada pelo nimero menor de embrides transferidos dessas
doadoras.

Portanto estes resultados podem ser explicados pelo fato dos critérios de
avaliacdo morfolégica oocitaria ndo estarem correlacionados com a competéncia do

oocito que depende da diferenciacdo do foliculo que o originou (BLONDIN et al.,
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2012). E importante ressaltar que os danos mecanicos inerentes ao sistema de
aspiracao folicular podem comprometer a qualidade do odcito.

Na eficiéncia da produgéo in vitro, em relacdo as taxas de clivagem (Tabela 6)
e as taxas de blastocistos (Tabela 7), também ndo houve efeito (P>0,05) sobre as

taxas de prenhez.

Tabela 6. Classificacdo de doadoras com estratificacdo de acordo com a taxa de
clivagem em relacdo ao numero de odécitos maturados no laboratorio e comparacao
da taxa de prenhez.

Classificacdo TE P+ P- P+ (%)
das doadoras
76-100% 1908 589 1319 30,92
51-75% 459 141 318 30,72
0-50% 89 30 59 33,72

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Qui-Quadrado (P>0,05). TE:
Numero de embribes transferidos; P+: NiUmero de prenhezes obtidas; P-: Prenhez negativa; P+ (%):
Porcentagem de prenhezes obtidas em relagdo ao nimero de transferéncia de embrifes realizadas.

Tabela 7. Classificacdo de doadoras estratificadas em faixas de acordo com a taxa
de blastocistos em relacdo ao numero de embribes clivados no laboratério e
comparacao da taxa de prenhez.

Classificacao TE P+ P- P+ (%)
das doadoras
76-100% 348 97 251 27,92
51-75% 770 266 504 34,52
26-50% 1091 326 765 29,92
0-25% 247 71 176 28,72

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Qui-Quadrado (P>0,05). TE:
Numero de embriBes transferidos; P+: NUmero de prenhezes obtidas; P-: Prenhez negativa; P+ (%):
Porcentagem de prenhezes obtidas em relacdo ao niumero de transferéncia de embrides realizadas.

A capacidade de clivagem €é um potencial intrinseco dos o006citos
cultivados de grandes mamiferos, pois podem ocorrer em auséncia de fertilizacao
por um simples estimulo de ativacdo (corrente elétrica, etanol) (WARE et al., 1989).
Portanto, as variacdes na taxa de clivagem estao relacionadas com o perfil folicular
a partir do qual o oocito € obtido, sendo que odcitos originados de foliculos
diferenciados tém uma maior capacidade para a clivagem. Sendo assim,

independentemente de taxas de clivagens altas ou baixas, o que determina a
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clivagem de um determinado odcito é seu potencial intrinseco (BLONDIN et al.,
2012).

As taxas de blastocistos altas ou baixas nao interferem na porcentagem de
gestacdo. Como sédo transferidos embrides ja na fase de blastocisto, estes ja
passaram da fase de transicdo materno zig6tico, o que significa que os o0dcitos que
originaram os embrides transferidos tem qualidade suficiente para gerar uma
gestacado, independente dos indices de eficiéncia (BARNES e FIRST, 1991). A
ativacdo da transcricdo do genoma embrionario € necessaria para o posterior
desenvolvimento do embrido. Essa ativacdo pode depender da ativacao ou traducéo
de alguns fatores de transcricdo maternos ja armazenados em o0citos competentes,
que possibilitam o desenvolvimento do embrido gerando uma gestacao
(VIGNEAULT et al., 2004). Portanto, a competéncia para alcancar o estagio de
blastocisto estd mais relacionada com a avaliagdo da normalidade da origem do
odcito do que outro aspecto (SIRARD et al., 2006).

Além disso, em nenhuma das tentativas de melhorar as condi¢cdes de cultura
para o0citos bovinos houve taxas de producao de blastocistos superiores a 35-45%.
Somente com protocolos hormonais pré-aspiracao tiveram um efeito significativo no
aumento dessas taxas (BLONDIN et al., 2002). Isto sugere que a competéncia para
o desenvolvimento € adquirida principalmente durante o crescimento do odcito
dentro do foliculo por um mecanismo desconhecido (SIRARD, 2001).

Portanto sugere-se que a taxa de embrides ndo é determinante, mas a
caracteristica inicial do odcito € o principal limitante para a producdo de embrifes
(SIRARD et al.,, 2006). Quando os odcitos sdo originarios a partir de foliculos
diferenciados, eles tém uma maior capacidade para produzir um blastocisto
saudavel, que € normalmente associada a maiores taxas de prenhez.

Os resultados do presente trabalho demonstram que producéo de od4citos em
quantidade e qualidade e a producdao de embrides sdo caracteristicas distintas, e
sugerem que a associacao positiva entre populacao folicular e fertilidade, conforme
demonstrado na racga holandesa (IRELAND, 2008; IRELAND, 2009) pode néo ser
verdadeira ou ocorrer da mesma forma em racas zebuinas, especialmente na raca
Gir.

Um desafio na producéo in vitro de embrides permanece na recuperacao de

7

odcitos competentes. Essa caracteristica € um processo complexo que traduz a
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capacidade para completar a maturacédo, ter sucesso na fertilizagdo, atingir o estagio
de blastocisto e produzir uma descendéncia viavel e saudavel apos a transferéncia
do embrido (BLONDIN et al., 2012).

A hipotese de que quando as etapas da producdo in vitro de embrides
tivessem maiores indices de eficiéncia, resultariam em maiores taxas de prenhezes
ndo foi confirmada. Pois observou-se que os indices de eficiéncia relativa na PIVE

nao estao diretamente relacionados com as taxas de gestacdes obtidas.

6. CONCLUSAO

N&o foi observada diferenca na taxa de gestacdo de embribes provenientes
de animais classificados com diferentes indices de producdo de COCs, porcentagem
de COC viaveis, porcentagem de odcitos grau |, taxas de clivagens e taxas de
blastocistos.

Portanto, os resultados do presente estudo demonstram que diferentes
indices de eficiéncia relativa e taxa de prenhezes sdo caracteristicas distintas.
Maiores indices de eficiéncia estdo relacionados com a recuperacdo de odcitos
competentes, dependendo do ambiente folicular em que sao retirados.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DA ENDOGAMIA NA PRODUCAO DE OOCITOS EM UM REBANHO
DA RACA GIR
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RESUMO

A producédo e a qualidade de odcitos recuperados por meio da aspiracao
folicular séo influenciados por fatores como o coeficiente de endogamia. O objetivo
deste estudo foi estimar pardmetros genéticos e avaliar os efeitos da endogamia
sobre a quantidade e qualidade de odcitos obtidos de doadoras da raca Gir por meio
de aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia. Um modelo animal
unicaracteristico foi utilizado para estimar parametros genéticos e solucdes para
coeficiente de endogamia para o rendimento de odcitos recuperados. As aspiracoes
de odcitos foram realizadas em 153 doadoras de diferentes familias da raca, do
mesmo rebanho, de maio de 2008 a abril de 2014. Foram avaliados dados de 1045
sessbes de (OPU) e os od6citos obtidos foram contados, analisados
morfologicamente e classificados em sete categorias: com cumullus (grau I, grau Il
ou grau lIl), sem cumullus, expandidose atrésicos ou degenerados, de acordo com o
namero e disposicado das células do cumullus e aparéncia do citoplasma. Foram
realizados testes para identificar o modelo com melhor ajuste, que resultou na
escolha do modelo que utiliza o efeito do coeficiente de endogamia linear e
quadratico como covariavel. O coeficiente de endogamia médio calculado no
rebanho estudado foi 0,69%. Observou-se 0 que o aumento do coeficiente de
endogamia levou a diminuicdo do numero de odcitos totais e viaveis e 0 aumento do
namero de odcitos inviaveis. As estimativas de herdabilidade variaram entre 0,30 e
0,56 para a quantidade e qualidade de odcitos, respectivamente. Esses resultados
sugerem que é possivel alcancar o progresso geneético para essas caracteristicas

reprodutivas em bovinos da raca Gir por meio da selecéao.

Palavras-chave: aspiracdo folicular, coeficiente de endogamia, Bos indicus,

parametros genéticos.
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ABSTRACT

The production and quality of oocytes recovered by follicular aspiration are
influenced by genetic factors such as inbreeding. The objective of this study was to
estimate genetic parameters and to evaluate the effects of inbreeding on the quantity
and quality obtained from donor oocytes Gir through follicular aspiration guided by
ultrasound. A univariate animal model was used to estimate genetic parameters and
solutions for inbreeding coefficient for the income of oocytes retrieved. The oocyte
aspiration was performed in 153 donors from different Gir families from the same
herd, from May 2008 to April 2014. Data were collected from 1045 sessions (OPU),
and the oocytes were counted, analyzed morphologically and classified into seven
categories: with cumullus (grade I, grade Il and grade IlI), without cumullus,
expanded, or degenerated atresia, according to the number and arrangement of
cumullus cells and appearance of the cytoplasm. Tests were conducted to identify
the best-fit model, which resulted in the choice of the model which uses the effect of
linear and quadratic coefficient of inbreeding as covariate. The average inbreeding
coefficient calculated in the studied herd was 0.69%. It was observed that the
increase of the inbreeding coefficient led to a decrease in the number of total and
viable oocytes and to increase the number of non-viable oocytes. Heritability
estimates ranged between 0.31 and 0.56 for the quantity and quality of oocytes,
respectively. These results suggest that it is possible to achieve genetic progress for

these reproductive traits in Gir cattle through the selection.

Keywords: Follicular aspiration, Genetic parameters, Gir, Inbreeding, Oocyte.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, com
aproximadamente 247,2 milhdes de cabecas (USDA — United States Department of
Agriculture, 2013), destacando-se pelo potencial de crescimento, ja que a
produtividade é muito baixa. Segundo dados do USDA (2013), o rebanho nacional
produziu cerca de 32,380 bilhdes de litros de leite em 2013, o que corresponde a 5%
da producédo mundial e torna o Brasil 0 4° maior produtor de leite do mundo.

Esse aumento na produgdo de leite e proteina animal tem sido reflexo do
crescimento da populagdo. No entanto ainda € necesséario melhorar a produtividade
do rebanho nacional e o desempenho reprodutivo, que € fundamental para a taxa de
desfrute e determinacédo de maior ou menor disponibilidade de animais para selecéo.

Para isso, as muitas tecnologias disponiveis para a reproducdo deveréo ser
cada vez mais utilizadas para que o produtor consiga aumentar a eficiéncia de seus
rebanhos e alcancar indices mais rentaveis economicamente. A utilizacdo destas
biotecnologias reprodutivas na producdo animal, tais como a aspiracao folicular
associada a producdo in vitro de embrides (PIVE) e a multiplas ovulacbes e
transferéncia de embrides (MOET), possibilita aumentar o nUmero de descendentes
por doadora de alto mérito genético, permitindo o aumento na intensidade de
selecédo e reducdo do intervalo entre geracfes, que € um fator importante para o
melhoramento do rebanho e, consequentemente, o aumento da produtividade
(YANG et al., 1998).

O Brasil passou por um crescimento significativo no segmento dessas
biotecnologias na udltima década. Uma grande expansdo no numero total de
embribes produzidos pode ser notada a partir do ano 2000, sendo que em 2004 a
producdo anual superou a marca de 200.000 embriGes. A partir de 2004 houve uma
estabilizacdo e posteriormente um declinio na utilizacdo da MOET e a producéo in
vitro tornou-se a técnica de escolha para a producdo de embrides no Brasil (VIANA
et al.,, 2010). Durante o periodo de 2005 a 2010, a producdo brasileira total se
estabilizou com nameros em torno dos 300.000 embrides/ano (VIANA et al., 2012).

O principal motivo para a expansdo da PIVE comercial foi a superagdo do
maior limitador da superovulagdo: a inconsistente resposta ovariana a estimulos

exégenos de FSH (horménio foliculo estimulante) em doadoras bovinas
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(BARUSELLI et al., 2006). Entre outros fatores que contribuiram para a hegemonia
desta biotécnica, estdo o maior numero de foliculos disponiveis para aspiracdo nos
ovarios de doadoras zebuinas, e a qualidade e o potencial dos odcitos recuperados
nestes animais - uma vez que 97,3% dos embrides bovinos produzidos no Brasil sdo
de doadoras Bos indicus (VIANA et al., 2012).

O Gir tem grande relevancia entre zebuinos, ja que é considerada uma raga
altamente adaptada as condi¢cfes tropicais do Brasil, obtendo um bom resultado
produtivo e reprodutivo. Além disso, a utilizacdo de doadoras da raca Gir para
producdo de embrides F1 por meio do acasalamento com touros holandeses ja é
uma realidade no mercado de genética nas bacias leiteiras tradicionais e
emergentes (BASSO et al., 2010).

Programas de melhoramento genético animal, se baseiam pela estimativa de
valores genéticos para producdo e a utilizacdo de avancadas técnicas de
reproducdo, podem levar ao rapido progresso genético. Entretanto, devido a
algumas racas apresentarem uma populacado relativamente pequena - dentre elas a
raca Gir- a intensa utilizacdo de alguns individuos ou familias podem contribuir para
0 aumento excessivo do coeficiente de endogamia em geracdes futuras. Esse tem
sido um dos princiapis temas de pesquisas em todo o mundo, que tentam
determinar e superar o efeito prejudicial da endogamia sobre o desempenho animal
(QUEIROZ et al, 2000;. FALCAO et al., 2001; GONZALES-RECIO et al., 2007;
GOMEZ et al., 2008).

Efetivamente, o estudo do efeito da endogamia sobre o desempenho
reprodutivo - como a qualidade e quantidade de odécitos em bovinos — é (til para
melhorar a producdo das doadoras selecionadas para programas de OPU-PIVE. O
conhecimento fisiologico sobre a eficiéncia da reproducdo, aliado a estudos
estatisticos sobre a variabilidade genética para essas caracteristicas na populacao
de Gir, pode gerar informacdes essenciais para a selecdo de doadoras com maior
potencial de producdo de odcitos em quantidade e qualidade e, conseguentemente,
aumentar a eficiéncia desta biotécnica. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
estimar parametros genéticos e avaliar os efeitos de endogamia nessas

caracteristicas reprodutivas de bovinos da raga Gir.
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2. OBJETIVOS

Estimar os parametros genéticos e avaliar a influéncia da endogamia na

qualidade e quantidade de odcitos aspirados de doadoras da raca Gir.

3. HIPOTESE

O aumento do coeficiente de endogamia pode influenciar a produgao in vitro
de embribes por meio da alteracdo do nimero de odcitos aspirados de doadoras
raca Gir.

As caracteristicas de quantidade e qualidade de odcitos em bovinos tém

variabilidade genética.

4. MATERIAL E METODOS

4.2 LOCALIZACAO, CONDICOES CLIMATICAS E MANEJO NUTRICIONAL E
SANITARIO

No presente estudo, as aspiracdes foliculares foram realizadas na Fazenda
do Basa, localizada no municipio de Leopoldina, Minas Gerais (225m de altitude,
21°31°55” latitude sul e 42°38’35” de longitude oeste) no periodo de maio de 2008 a
fevereiro de 2012.

A topografia da regido caracteriza-se por superficies onduladas a
montanhosas. O clima local, segundo a classificacdo de Kdeppen (1948), € o Aw,
qgue corresponde a clima tropical umido, com inverno seco, verao chuvoso e
temperatura média do més mais frio superior a 18°C.

As doadoras eram mantidas em piquetes rotacionados de grama-estrela
(Cynodon nlemfuensis) cv. Africana, com agua e sal mineral ad libitum e
suplementacao a base de racdo com 22% de proteina, silagem de milho e feno.

O controle sanitario dos animais foi realizado com vacinagbes contra IBR
(Rinotraqueite Infecciosa Bovina), BVD (Diarreia Viral Bovina), Leptospirose,
Carbunculo, Raiva, Aftosa, além de um esquema estratégico no controle de ecto e

endoparasitas.
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4.3 DOADORAS

Foram utilizadas 153 doadoras de odcitos da raca Gir (Bos indicus) de
diferentes familias, com idades entre 15 e 164 meses. Os animais foram mantidos
em condi¢cdes semelhantes de alimentacdo e foram submetidos ao mesmo manejo

nutricional e sanitério durante o experimento.

4.4 ARQUIVO DE GENEALOGIA

A base de dados foi composta de informacfes armazenadas em fichas de
genealogias da Associacao Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ). A base era
constituida de informacdes de pedigree tendo como informacdo minima o pai e a
mae da vaca.

O arquivo completo de pedigree incluiu 559 animais, dos quais 555 formaram

a populacéo referéncia (ambos os pais conhecidos).

4.5 PUNCAO FOLICULAR (OPU) E RECUPERACAO DE COC'’S

Foram realizadas aspiracdes foliculares com a técnica de aspiracao
transvaginal guiada por ultrassom (OPU - Ovum Pick Up) nas doadoras pelos
técnicos de uma empresa brasileira especializada na producao in vitro de embrides
bovinos.

Os procedimentos foram realizados utilizando-se equipamento de ultrassom
Mindray DP 2200 (Mindray, Shenzhen, China) com transdutor microconvexo de 6,5
mHz conectado a guia de pungdo WTA (WTA®, Cravinhos, SP, Brasil) com
cateteres 18G (JELCO® PLUS, Medex do Brasil, SP, Brasil) e linha de aspiracao
(WTA®) em tubos Corning® de 50 ml (Corning Glass Works, Corning, NY, Estados
Unidos). A pressao de vacuo foi obtida com uma bomba de aspiracdo BV003d
(WTA®) ajustada entre 72 e 82 mmHg.

Para evitar movimentos abruptos, desconforto e movimentos peristalticos que
poderiam causar lesées nos animais, foram realizadas anestesia epidural, utilizando-
se 3 mL de Lidocaina a 2% sem vasoconstrictor (Anestésico L, Pearson, Sdo Paulo,
Brasil). Para evitar contaminacgdes, realizou-se assepsia da regido do anus e vulva
dos animais e, em seguida, foi realizada a manipulagdo transretal para que o0s
ovarios fossem posicionados para facilitar a pungdo dos odcitos. Posteriormente, o

transdutor acoplado a guia de biépsia e agulha foi introduzido pelo canal da vagina,
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e os foliculos com didametro igual e superior a 3 mm a serem aspirados foram
posicionados no percurso da agulha e apresentados na tela do ultrassom.

Com o auxilio da bomba de vacuo, os foliculos foram aspirados e 0 mesmo
procedimento foi repetido em todos os foliculos visiveis de cada ovario. No final de
cada procedimento, o sistema que liga a agulha a bomba de vacuo foi lavado com
meio de manutencdo composto de DPBS (DulbeCOC Mod. PBS, Vitrocell,
Campinas, SP, Brasil) acrescido de 5,0 Ul/ml de heparina sodica (Liquemine, Roche,
Rio de Janeiro, Brasil) para um tubo de 50 ml contendo o material aspirado.

Em seguida, os tubos contendo o material aspirado foram conduzidos ao
laboratorio das fazendas onde foram filtrados em filtro de colheita de embrides
(EmCom®, Nutricell, Campinas, Brasil) e lavados trés vezes com a mesma solucao
utilizada na aspiracdo para uma placa de Petri. Em seguida, foi realizada a selecéo,
contagem e classificacdo dos odcitos por meio de um estereoscopio, 0s quais foram
classificados de acordo com o numero e disposicdo das células do cumullus e
aparéncia do citoplasma em od6citos com cumullus (grau |, grau Il, ou grau lll), sem

cumullus, expandido, atrésicos ou degenerados, segundo Lonergan (1992).

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram avaliados dados de 1045 sessdes de puncdo folicular (OPU)
realizadas entre maio de 2008 e abril de 2014. Todas as doadoras eram do mesmo
rebanho e da mesma raca (Gir, Bos indicus). A recuperacdo de COC foi realizada
pelas equipes de dois laboratérios de fertilizacdo in vitro, utilizando-se meios e
procedimentos padrdes. Modelo animal unicaracteristico foi utilizado para estimar
parametros genéticos e solucdes para coeficiente de endogamia para qualidade e

guantidade de odcitos recuperados.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de recuperacdo de odcitos foram submetidos a analise estatistica
descritiva. As meédias seguidas de desvio padrdo, bem como as frequéncias de
distribuicdo do numero de COC’s recuperados foram obtidos e sédo apresentados na
Tabela 1. Sessbées de OPU em que ndo foram recuperados nenhum odcito viavel

e/ou inviavel foram excluidos. Na Tabela 2 sdo apresentadas as frequéncias dos
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coeficientes de endogamia observados nas doadoras. Assim, foram contabilizadas
1023 sessbes de OPU.

Tabela 1. Estatisticas descritivas para o intervalo de coleta, idade, coeficiente de
endogamia, 00cCitos viaveis e 00citos inviaveis.

Variavel n Média Desvio-padrdo Minimo  Maximo
Intervalo de coleta (dias) 871 112,45 157,60 19,00 1.418,00
ldade (dias) 1023 1481,92 615,45 444,00 4.918,00
Coeficiente de endogamia 153 0,01 0,02 0 0,10
Odcitos viaveis 1023 15,25 10,01 1 71,00
Odcitos inviaveis 1023 8,91 6,61 1 66,00
Total 1023 24,17 14,44 2 112,00

Tabela 2. Frequéncias de classes de coeficientes de endogamia (F) observadas.

Classe de F n Frequéncia
1. 0,00 108 0,71
2. 0,0001-0,001 8 0,05
3. 0,001-0,01 9 0,06
4. 0,01-0,1 28 0,18

O coeficiente de endogamia (F) de cada animal no pedigree, definido como a
proporcao de loci que tém alelos idénticos por descendéncia (WRIGHT, 1923), foi
calculado utilizando-se o programa ENDOG v4.8 (GUTIERREZ e GOYACHE, 2005).

O efeito de coeficiente de endogamia do individuo foi avaliado em modelos
animais unicaracteristica com componentes de variancia obtidos por maxima
verossimilhanca restrita (REML). Também foi testado o modelo utilizando-se trés
caracteristicas (o0citos totais, viaveis e inviaveis), do qual foram obtidas as
correlacdes genéticas entre essas caracteristicas.

Para cada caracteristica, trés diferentes modelos animais foram testados. No
primeiro, o coeficiente de endogamia néo foi incluido; No segundo modelo, o efeito
linear do coeficiente de endogamia foi incluido; e no dltimo modelo, foram

adicionados os coeficientes de endogamia linear e quadratico.
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Os dados foram analisados por meio de trés modelos estatisticos, sendo eles:

y =u+GC+I10+1+1%+a+e;

y =u+GC+10+1+1*°+F+a+ee€

y =u+GC+I10+1+1?+F+F*+a+e.

Nos modelos apresentados, y representa o valor observado para cada
caracteristica; , uma constante geral presente em todas as observacdes; GC, o

efeito fixo do grupo contemporaneo formado pela concatenacéo dos dados estacao
do ano, empresa e ano; 10, o intervalo de aspiragdo; | e 1?, efeito linear e
quadratico da idade do animal, respectivamente; F e F?, efeito linear e quadratico
do coeficiente de endogamia, respectivamente; a, o efeito aleatério do animal; e e,
0 erro aleatdrio associado a cada observacao.

As estagbes do ano foram classificadas como 1, para 0s meses de
dezembro/janeiro/fevereiro do ano; 2, para os meses de marco/abril/maio do ano; 3,
para 0s meses junho/julho/agosto do ano; e 4, para 0s meses de
setembro/outubro/novembro do ano.

De forma geral, os trés modelos podem ser descritos sob a seguinte notacéo
matricial:

y=Xp+Za+e,
em que: y representa o vetor com o0s valores observados para cada caracteristica
(odcitos viaveis, inviaveis e totais); X , a matriz de incidéncia de efeitos fixos (grupo
de contemporéaneo formado pela concatenacédo das variaveis época e ano de coleta
e empresa, e as covariaveis de idade da reprodutora, linear e quadratica, intervalo
de coleta e coeficiente de endogamia, linear e quadratico); f#, o vetor com as

solugdes para os efeitos fixos; Z , a matriz de incidéncia dos efeitos aleatérios (valor
genético aditivo, efeito de ambiente permanente); a, o vetor com as solucdes para
os efeitos aleatorios; e €, 0 vetor com os residuos.

Os componentes de variancia foram estimados pelo método da Maxima
Verossimilhanca Residual (PATTERSON e THOMPSON, 1971) em analises
unicaracteristicas, por meio do programa REMLF90, desenvolvido por Misztal

(2001). Foram assumidas as pressuposicoes
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em que: V=ZGZ'+R; G=Ac’; A = matriz de numeradores dos coeficientes de
parentesco de Wright; o2 = variancia genética aditiva; R=1c? ; | = matriz
identidade; e &2 = variancia residual.

As contribuicbes das inclusbes das covariaveis coeficiente de endogamia
linear e quadratico nos ajustes dos modelos foram verificadas pela analise dos
valores da funcdo de verossimilhanca (-2Ln(L)) e critério de informacédo de Akaike
(AIC, Akaike, 1987), definidos pelas seguintes equacoes:

—2Ln(L)=(N = p)x Ln(27)+ Lol |+[X VX[ + (y = XB)V My - XB), e

AIC =-2Ln(L)+ 2k,
em que: N é o numero total de observacdes; p é o posto da matriz de

delineamento X ; k é o nimero de componentes de variancia; e os demais termos

ja foram definidos anteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de -2Ln(L) e AIC foram mais préximos de zero para modelos
estatisticos com inclusdo do efeito do coeficiente de endogamia linear e quadratico
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores da funcao de verosimilhanca (-2Ln(L)) e do critério de informacéo
de Akaike (AIC) nas analises de caracteristicas de qualidade e quantidade de
oocitos, em modelos estatisticos sem ou com a inclusdo das covariaveis efeito da
endogamia linear e quadratica.

Variaveis Modelo sem Modelo Modelo
endogamia endogamia linear endogamia linear

+ quadratico

Odcitos Viaveis 7146,33 7136,23 7119,48
Odcitos Inviaveis 6450,12 6442.,24 6427,27
Odcitos Totais 7953,09 7942 .85 7925,60

Com base nos valor do critério de ajuste considerado, ficou demonstrado que
a inclusdo das covariaveis efeito da endogamia linear e quadratica nos modelos
estatisticos para andlise da quantidade e qualidade dos odcitos recuperados apos
aspiracdo em vacas Gir resultou em melhoria significativa no ajuste dos modelos.

N&o foram encontrados na literatura estudos descrevendo a influéncia da
endogamia na qualidade e quantidade de odcitos. BezdiCek et al. (2014) estimaram
o efeito da endogamia na producéo e qualidade de embrides recuperados em vacas
holandesas superovuladas. O modelo utilizado nesse estudo utilizou como efeito fixo
um grupo contemporaneo formado por rebanho, ano e estagdo do ano e o efeito de
coeficiente de endogamia linear como covariavel na andlise da producéo e qualidade
de embribes, 0 que sugere a importancia dessa covariavel. Estes autores concluiram
gue o aumento de 1% no coeficiente de endogamia da doadora resultou no aumento
a proporcao de embrides degenerados em 2,23% (P <0,05).

Diversos estudos em bovinos leiteiros indicam que um alto coeficiente de
endogamia afetam negativamente caracteristicas de reproducao, tais como a idade
ao primeiro parto, a taxa de concepg¢ao e o intervalo entre partos (PARLAND et al.,
2007; BEZDICEK et al., 2008). Reis Filho (2006) observaram acréscimo de 1,66 dia
para cada 1% de aumento no coeficiente de endogamia na idade ao primeiro parto
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na raca Gir. Esse resultado foi semelhante ao relatado por Smith et al. (1998) para a
raca Holandesa.

Alvarez et al. (2005) trabalharam com doadoras superovuladas com
diferentes graus de endogamia, subdivididas em trés grupos: F = 3% a 5,9%, F = 6%
a 8,9%, e F = 9% a 30%. As contagens de embrides transferiveis nesses grupos
foram de 7,0, 58 e 3,5, respectivamente. Portanto, quanto maior o grau de
endogamia, menor € a quantidade de embrifes transferiveis.

No rebanho estudado, a endogamia média foi 0,69%. Este valor foi inferior
aos obtidos por Reis Filho et al. (2010) para o gado Gir (2,82%). Para essa mesma
raca, Santana Junior et al. (2014), encontraram endogamia média na populacdo de
1,92%. O valor médio de endogamia encontrado no presente estudo foi semelhante
ao encontrado por Peixoto et al. (2010) para a raca Guzera, que encontraram
endogamia média de 0,9% para a populacéo.

Observou-se que o aumento da taxa de endogamia resultou em diminui¢cdo no
namero de odcitos totais (Figura 1) e viaveis (Figura 2) e aumento dos o00citos

inviaveis (Figura 3).

0,0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

“1 J =2959F ~86370F

Odcitos Totais (Unidades)

Figura 1. Efeito da endogamia no numero de odcitos totais.

O coeficiente de endogamia de 0,1 pode comprometer a producdo de até 6

od0citos totais por cada doadora.
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Figura 2. Efeito da endogamia no nimero de odécitos viaveis.

Em relacdo a producéo de odcitos viaveis, o coeficiente de endogamia de 0,1

pode comprometer a producéo de até 6 odcitos viaveis por cada doadora.

o
w
1

0,24 +

0,18 -

0,12 +

0,06 |

Odcitos Invidveis (unidades)

= 2
P, =8.29F, —67.29F;

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

F

Figura 3. Efeito da endogamia no numero de odcitos inviaveis.

Demonstrou-se que a medida que ha um acréscimo no coeficiente de

endogamia ocorre um aumento no nimero de o0citos inviaveis.

A partir do coeficiente de endogamia de 0,06, a curva apresenta leve declinio

no gréfico, que pode ser justificado pelo pequeno nimero de doadoras com F>0,06.
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Apesar de nao haver estudos avaliando a relagcdo de endogamia e
quantidade, ou eventual qualidade, de odécitos aspirados de doadoras da raca Gir,
sabe-se que a depressdo endogamica causa comprometimento dos indices
reprodutivos, dentre eles a producdo e qualidade de embrides. Conforme discutido
por George e Anderson (2003), o numero de odcitos e embrides partilham a mesma
base biolégica, sendo razoavel esperar correlacdo entre essas caracteristicas.

Outra covariavel utilizada no modelo estatistico foi a idade das doadoras nas
quais elas foram aspiradas. Observou-se que o aumento da idade da doadora

implica na diminuicdo linear da quantidade de odcitos totais (Figura 4).

Idade (Meses)

0 1 1 1 1 J
14 44,00 74,0 104,0 134,00 164,0

Odcitos Totais (Unidades)

Figura 4. Efeito da idade no nimero de odcitos totais.

Baseado no coeficiente de regressao linear da idade, observou-se que o
aumento da idade da doadora em um ano implicou na diminuicdo de 1,095 odcitos
totais, o0 que ressalta a importancia da inclusdo dessa covariavel no modelo. Sugere-
se que doadoras mais jovens sdo mais eficientes na PIVE.

Ferreira et al. (2008), avaliando um rebanho da raca Gir, relataram um
resultado semelhante, no qual o nimero de odcitos aspirados foi influenciado pela
idade da doadora (p< 0,001). Esses autores descreveram uma queda de 1,58
estruturas por ano de idade da doadora, constatando que nas vacas acima de 12
anos a queda foi mais acentuada. A partir desta idade ocorre a redugdo média de

duas estruturas para cada ano a mais na idade da doadora.
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Caracteristicas enddcrinas e reprodutivas de envelhecimento dos ovarios
foram descritas numa série de estudos em que vacas senis foram comparadas com
as filhas (MALHI et al., 2008). As concentracfes circulantes de FSH foram
consistentemente mais elevadas em vacas mais velhas do que nas suas filhas, e 0
modelo esperado de secrecédo de FSH e a onda de emergéncia - o recrutamento - foi
mantido em vacas mais velhas. Ou seja, cada onda folicular ovariana foi precedida
por uma onda de FSH circulante. Apesar dos elevados valores de FSH, menos
foliculos de 4-5 mm foram recrutados em cada onda folicular em vacas velhas
guando compararada com a dinamica das suas filhas.

Resultados de Malhi et al. (2008) sugerem que a fertilizacdo ou taxas de
clivagem diminuem com a idade. Menor nimero de embriées e uma propor¢cao maior
de odcitos néo fertilizados e embrides degenerados foram recuperadas a partir de
vacas velhas em comparacdo com as suas filhas. Essa concluséo foi validada pela
observacdo de que o total de odcitos recuperados por doadoras mais velhas
produziram menos de 50% de embrides quando comparadas com as suas filhas
jovens.

O intervalo entre aspiracdes também foi utilizado como covariavel no modelo
estatistico. A média deste intervalo foi de 112,45 dias, variando de 19 a 1.418 dias.
Devido aos intervalos entre aspiracdes serem altos (o intervalo minimo foi de 19
dias) sugere-se que haja um maior efeito da idade do que do intervalo. A média
elevada de dias de intervalo confunde-se, assim, na estimacdo do numero de
odcitos em relacao a idade.

Alguns autores ndo observaram diferenca na utilizacdo de diferentes periodos
entre aspiracdes na quantidade de odcitos, no numero de foliculos visualizados, no
numero de foliculos aspirados, no nimero de odcitos recuperados, e na taxa de
recuperacdo entre animais em aspiracdes realizadas uma ou duas vezes por
semana (GIBBONS et al., 1994; BROADBENT et al., 1996).

Merton e colaboradores (2003) consideraram que a OPU, quando realizada
de forma descontinua (entre o inicio do estro e 12 dias ap0s), permitiu que as
doadoras retornassem a ciclicidade de forma natural, ndo afetando a funcéo
ovariana.

Efetivamente, o efeito do coeficiente de endogamia linear e quadratico foi a

covariavel mais explorada nesse estudo por ser uma caracteristica com comprovada
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influéncia na reproducao, porém ainda desprovida de maiores estudos em relacao a
qualidade e quantidade de odcitos.

Em geral, a inclusdo das covariaveis coeficiente de endogamia linear e
quadratico nos modelos estatisticos ndo provocaram reducdes expressivas nas
variancias e alteracdes nas herdabilidades de odcitos viaveis, inviaveis e totais
(Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas de varidncias genéticas aditivas ( 6’ ), de ambiente

A2 . . A - N ;-
permanente (0 ,.) e residuais (67) e herdabilidades (h*) para caracteristicas de
odcitos vidveis, inviaveis e totais, em modelos estatisticos sem ou com a inclusdo da

covariavel coeficiente de endogamia linear e linear+quadratico

Modelos Variaveis &2 G2 6l h? r
pe

Odcitos Viaveis 66,29 3,25 49,06 0,56 0,59
Sem endogamia  Odcitos 11,83 0,1990 27,57 0,30 0,30

Inviaveis

Odcitos Totais 118,8 2,337 14,0 0,51 0,51

Odcitos Viaveis 66,84 3,25 49,02 0,56 0.59
Linear Odcitos 11,96 0,19 27,57 0,30 0.31

Inviaveis

Odcitos Totais 120,2 2,27 114,0 0,51 0.52

Odcitos Viaveis 67,73 3,269 48,97 0,56 0,59
Linear Odcitos 12,08 0,23 27,56 0,30 0.31
+quadratico Inviaveis

Odcitos Totais 121,70 2,317 113,90 0,51 0,52

As estimativas de herdabilidade para a quantidade de od0citos totais
recuperados foi alta (0,51). Dentre os od0citos totais, a recuperacdo de od0citos
viaveis apresentou herdabilidade de 0,56, enquanto para o00citos inviaveis a
herdabilidade foi moderada, de 0,30 (Tabela 3). De modo geral, é possivel afirmar
gque essas caracteristicas possuem herdabilidade moderada ou alta e que é possivel
obter mudancgas genéticas na média da populacéo por meio da selecao.

Os resultados obtidos neste estudo sdo comparaveis com os relatados por

Merton et al. (2009). Entretanto, esses autores, ao estimarem parametros geneéticos
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da quantidade e qualidade de odcitos de doadoras holandesas, ndo consideraram o
coeficiente de endogamia e o efeito da depresséo endogamica. Assim, os resultados
encontrados diferiram daqueles descritos por esses autores, que encontraram
herdabilidade moderada (0,25) para a caracteristica numérica (niumero de COCs)
com numero médio de COCs recuperados de 7,8 variando 0-62 por sessao e baixa
herdabilidade (0,09) para caracteristicas qualitativas (qualidade de COCs).

A herdabilidade € um parametro especifico de uma caracteristica e de uma
populacdo sob condi¢cdes ambientais especificas. Entretanto, mesmo considerando
diferencas genéticas entre as populacdes avaliadas no presente estudo e naquele
realizado por Merton et al. (2009), as diferencas observadas nas estimativas de
herdabilidade de caracteristicas correlacionadas ao rendimento e qualidade de
oocitos foram altas e podem refletir, também, diferencas entre as racas.

Assim, essa divergéncia poderia ser explicada pelas caracteristicas
diferenciais das racas Holandesa e Gir. Deve-se considerar que o processo de
selecdo na raca Gir para aptidao leiteira é relativamente novo, sendo iniciado a partir
de 1930 por instituicdes publicas e por um grupo de criadores e delineada somente
em 1985 com o surgimento do Programa Nacional de Melhoramento do Gir. Nesse
contexto, a selecdo para as caracteristicas de producédo e qualidade de odcitos na
raca Gir ainda é pouco explorada, se tornando uma importante caracteristica em
programas de melhoramento. A herdabilidade encontrada neste experimento para
olcitos totais, viaveis e inviaveis indica grande variabilidade genética desta
caracteristica para a raca Gir, sendo passivel de selecéo.

Ja a raca holandesa foi submetida a um processo de selecdo de maior tempo,
sendo que o foco principal de selecédo foi a producao de leite. Sabe-se que esse
objetivo Unico de selecao pode levar ao comprometimento dos indices reprodutivos.
E estimativas de correlac6es genéticas entre caracteristicas de producéo e eficiéncia
reprodutiva, obtidas a partir de analises de dados de campo, sugerem substancial
antagonismo entre elas (SHORT et al., 1990).

Uma explicacéo fisioldgica a esse antagonismo considera que a sele¢éo para
a producédo de leite aumenta as concentracdes sanguineas de somatotropina e
prolactina, que sao estimuladores de lactacdo. Concomitantemente, ocorre
diminuicdo da insulina, um hormdnio que é antagbnico a lactacdo e pode ser

importante para o desenvolvimento folicular normal.
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Outra caracteristica a ser considerada para justificar as diferencas nos valores
de herdabilidade é a média de recuperagcdo de odcitos entre as duas ragas. Como
na raca Gir a recuperacdo de odcitos pode ser até quatro vezes maior que as
observadas no gado holandés (PONTES et al.,, 2011), isso evidencia uma maior
variabilidade genética para esta caracteristica na raca Gir.

Para que uma caracteristica possa ser incluida como critério de selecédo, é
necessario considerar, além da facilidade de medicdo e da herdabilidade, as
correlagdes genéticas com outras caracteristicas e com o objetivo de selecéo.

As correlagBes genéticas entre as varidveis consideradas neste estudo foram
mais altas entre odcitos inviaveis e totais em comparagdo com a correlacdo odécitos

viaveis x totais (Tabela 4).

Tabela 4. Correlacdes genéticas (acima da diagonal) e correlacdes residuais (abaixo
da diagonal) para as caracteristicas odcitos viaveis, inviaveis e totais recuperados de
aspiracao de doadoras da raca Gir.

Viaveis Invidveis Total
Viaveis - 0,48 0,24
Inviaveis 0,50 - 0,41
Total 0,90 0,83 -

Dessa forma, dos pares de caracteristicas consideradas, observa-se que 0s
odcitos inviaveis contribuem mais na proporcdo de odcitos totais, conforme
explanado no capitulo 1, no qual observou-se que, com o aumento do niumero de
olcitos totais, houve aumento da proporcdo de odcitos inviaveis. A correlacdo
genética de 0,41 entre o0citos inviaveis e total sugere que, na pratica, a mensuracao
de odcitos totais esta correlacionada com aumento da proporgéo de inviaveis.

Um critério de selecdo de doadoras deveria incluir também a qualidade de
olcitos. Isso porque, conforme exposto, a quantidade e a qualidade de odcitos
parecem ser caracteristicas negativamente correlacionadas. Essa ideia é
corroborada com o dado de Merton et al. (2009), que apresenta uma correlacao
genética de -0,12 entre qualidade de COC e o numero de COC ap0s aspiracao de
vacas da raca Holandesa.

De fato, diversos estudos buscam esclarecer a influéncia de fatores genéticos

em caracteristicas reprodutivas de doadoras submetidas a programas de OPU-PIVE
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e MOET. De acordo com George e Anderson (2003), é um desafio elucidar os
mecanismos que determinam a variagdo genética de caracteristicas de interesse
econdbmico, uma vez que geralmente sao influenciadas pelo ambiente e controladas
por muitos genes.

Portanto, os resultados encontrados neste estudo sdo bons candidatos a
introducdo no objetivo de selecdo para aumentar a eficiéncia e eficacia de um
programa de OPU-PIVE, ja que demostrou-se haver influéncia genética na producao

de odcitos.

83



6. CONCLUSAO

Os modelos estatisticos com efeito do coeficiente de endogamia linear e
quadratico foram satisfatorios para analise do rendimento e qualidade de odcitos em
doadoras da raga Gir.

O aumento do coeficiente de endogamia provoca perdas na eficiéncia da
PIVE, devido a diminuicdo na producdo de odcitos totais e aumento de o0d0citos
inviaveis. Dessa forma, os acasalamentos devem ser cuidadosamento planejados,
para evitar a depressdo endogamica nessa raca.

As caracteristicas de rendimento e qualidade de odcitos recuperados por
aspiracao apresentam herdabilidades moderadas a altas e a selecdo pode contribuir
para modificacdo de suas médias, sendo possivel alcancar o progresso genético
para essas caracteristicas e aumentar a eficiéncia das biotecnologias de producao in

vitro de embrides.
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8. ANEXOS

8.1 TERMO DE CONSENTIMENTO

1. TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa:

EFEITO DA EFICIENCIA PRODUTIVA NA PROBABILIDADE DE PRENHEZ DE EMBRIOES
PRODUZIDOS IN VITRO E INFLUENCIA DA ENDOGAMIA NO RENDIMENTO E NA
QUALIDADE DE OOCITOS RECUPERADOS POR ASPIRAGAO FOLICULAR NA RACA GIR
LEITEIRO.

Nome do Pesquisador Responséavel:
Prof. Dr. Felipe Zandonadi Brand&o
Nome dos demais participantes:
Luiz Fernando Rodrigues Féres

Dr. Jo&o Henrique Moreira Viana

O Sr.esta sendo convidade a autorizar a participagéo de seu animais nesta pesquisa
que tem como objetivo avaliar a probabilidade de prenhez de embrides produzidos in vitro
derivados de lotes de doadoras com diferentes indices de eficiéncia relativa. Além disso,
também ser&o analisados dados de pedigree de doadoras da raga gir para avaliar a influéncia
do coificiente de endogamia na qualidade e quantidade de obcitos aspirados por pungéo
folicular (OPU).

Para o primeiro objetivo citado desse trabalho, seréo avaliados dados de 702 sessdes
de puncéo folicular (OPU) e producéo in vitro de embrides (PIV) e de 2.456 transferéncias de
embribes, realizadas entre maio de 2008 e fevereiro de 2012 nas Fazendas do Basa. As
sessOes serdo estratificados em quartis de acordo com a producéo de COC das doadoras, ou
estratificada em faixas, de acordo com a qualidade do COC e de pontos de eficiéncia de
producéo de embrides. As taxas de prenhez serdo comparadas entre quartis ou faixas pelo
metodo do qui-quadrado.

Por outro lado, para avaliar a influéncia do coeficiente de endogamia na qualidade e
quantidade de otcitos na produgéo in vitro, serdo utilzados dados de 1.045 sessdes de puncéo
folicular (OPU) e 153 doadoras Gir Leiteiro, realizadas entre maio de 2008 e abril de 2014. O
coeficiente de endogamia de cada doadora sera avaliado por meio do soffware ENDOG v4.8, a
partir da matriz de parentesco desses animais. Posteriormente, sera avaliada a influéncia
desse coeficiente na qualidade e quantidade de o6citos aspirados por OPU.

Dessa forma, pretende-se melhorar os sistemas de cultivo in vitro para otimizar a produgéo de
embries e obter informacdes para o processo de selecdo de doadoras de odcitos com maior
eficiéncia na PIVE.

O Sr. (Sra.) tem a liberdade de se recusar a participar e, ainda, se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para os seus animais.
Sempre que quiser podera pedir mais informacdes sobre a pesquisa através do telefone do
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pesquisador ou dos cutros professores participantes, se necessério através do telefone da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Fluminense.

Vale ressaltar que a participagdo nesta pesquisa ndo traz complicagdes legais. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Principios Eticos na Experimentacio
Animal segundo o Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal (COBEA), Lei Federal 11794,
de 08 de outubro de 2008 e & Lei Estadual 11977, de 25 de agosto de 2008. Todas as
informacdes coletadas neste estudo séo estritamente confidenciais. Somente os pesquisadores
teréo conhecimento dos dados.

Esperamos que este estudo gere informages importantes para melhorar a produg&o in vitro de
embribes na raga Gir, de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta
pesquisa possa servir como fonte de informacdes para médicos veterinarios e criadores.

O Sr. n&o teré nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada sera
pago por sua participacéo. Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de
forma livre para participar desta pesquisa.

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto
meu consentimento em participar da pesquisa.

Eu, Evandro do Carmo Guimaraes, portador do RG, telefone (11)999109575, residente em Sao
Paulo, e proprigtario/responsavel pelo rebanho do criatério Fazendas do BASA, espécie

ina, raga Gir Leiteiro, qutorizo a utilizagéo d fiimais como sujeitos de pesquisa para

Asstura do Pesduisador i
Data: 15/05/2013
TELEFONES
Pesquisador:
Prof. Dr. Felipe Zandonadi Branddo (21) 2629-9526
Luiz Fernando Rodrigues Féres (32) 8812-5482

Dr. Jodo Henrique Moreira Viana (32) 3311-7436
CEUA-UFF: (21) 2629-9950
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