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RESUMO

Ajustou-se uma fung¢do de densidade probabilidade para o
numero de embrides vidveis produzidos apods fertilizacdo in vitro
em doadoras da raca Nelore, a partir de dados fornecidos pela
Associagdo Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ), referente a
analise de 20.619 doadoras, 71.602 aspiragdes e um total de 509.643
embrides. Modelou-se a densidade probabilidade do namero de
embrides viaveis mediante a fun¢do exponencial, executando-se a
determinagao dos parametros por meio da maxima verossimilhanga,
em um método de gradiente nao linear. O nivel de precisio obtido foi
de RMSE =0,040 e R?=0,98, para a representagdo da probabilidade

do numero de embrides viaveis produzidos por doadoras Nelore
na técnica de fertilizacgéo in vitro(FIV). Para comparar os modelos
(curvas de probabilidade de transferéncia de embrides ajustada por
Beltrame, em 2006, e de FIV, neste trabalho), aplicou-se a técnica
de comparagao de curvas com o teste F (Silva e Azevedo, 2002).
Nao foram encontradas diferencas entre as curvas do nimero de
embrides viaveis obtidos apos coleta e produzidos apds aspiragdo de
doadoras na raga Nelore. Ainda, sugere-se a existéncia de um fator
unico limitante que afete biologicamente a producdo de embrides
nas técnicas de transferéncia de embrides e fertilizacao in vitro.

PALAVRAS-CHAVES: Banco de dados, densidade probabilidade, doadoras, simulagao.

ABSTRACT

ANALYSIS OF EMBRYO PRODUCTION IN VITRO FERTILIZATION AND EMBRYO TRANSFER TO NELLORE DONORS

A probability density function for the number of viable
embryos produced after an in vitro fertilization program in Nellore
donors was adjusted through data provided by the Brazilian
Association of Zebu breeders. Results were based on 20,619
donors, 71,602 aspirations and the total of 509,643 embryos. The
probability density function of the number of viable embryos was
modeled using exponential distribution. Parameters fitting were
carried out for the maximum likelihood using a non-linear gradient
method. The precision level was RMSE = 0.040 and R* = 0.98

KEY WORDS: Data bank, donors, probability density, simulation.
INTRODUCAO

Na bovinocultura nacional, diversos avangos
tém sido demonstrados na fertilizagdo in vitro (FIV),

for the representation of probability of number of viable embryos
produced by Nellore donors by in vitro fertilization technique. To
analyze probability density of embryo recovery (Beltrame, 2006)
with in vitro fertilization adjust was used the curve comparison
test through F test (Silva and Azevedo, 2002). There were no
differences between the curves. These results suggest that there
may be a unique and restricting factor that affects biologically the
embryo production on the embryo transfer and in vitro fertilization
techniques.

transferéncia de embrides (TE) e sexagem de esperma-
tozoide. Entretanto, a incerteza dos resultados € perma-
nente, o que gera imprecisdes nas respostas simuladas,
quando comparadas aos resultados observados. Essas
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distingdes tém sido minimizadas quando metodologias
corretas de simulacdo sdo implementadas (BELTRA-
ME, 2006; BELTRAME, 2007; BARIONI, 2007).

Durante o processo de FIV de embrides de uma
doadora qualquer, ¢ impossivel prever com exatidao o
numero de odcitos que serdo aspirados nem o niimero
de embrides viaveis a serem produzidos. Inimeras
decisdes pertinentes & FIV e a TE s3o dependentes
dessa informagdo (nimero de receptoras a sincroni-
zar, custo, numero de embrides a congelar, material
utilizado, tempo etc.). Mesmo assim, em algumas
biotécnicas da reprodugdo animal, é necessario fazer
previsoes a respeito do valor futuro de certas variaveis,
tomando por base dados historicos (BELTRAME et
al., 2007). Fica evidente, portanto, a necessidade de
um estudo mais apurado do comportamento de uma
série de variaveis aleatdrias, objetivando determinar
seu comportamento em cenarios simulados e ndo sua
utilizagdo como variaveis deterministas.

Uma vez definida uma variavel aleatoria, existe
interesse no calculo dos valores das probabilidades as-
sociadas a essa variavel. O conjunto das variaveis e das
probabilidades correspondentes é denominado distri-
bui¢do de probabilidades, isto ¢: {(x,p(x,), I=1,2,...n}.
Neste caso, a fungdo de densidade de probabilidade é a
funcdo que associa a cada valor assumido pela variavel
aleatoria a probabilidade do evento correspondente, tal
como: P(X=x,)=P(A),i=1,2,...,n (FREITAS FILHO,
2001; LEVINE et al., 2005).

A simulagdo de sistemas requer o uso de sequén-
cias de valores de determinadas variaveis aleatdrias.
Podem ser considerados trés modos de obté-las: o uso
de sequéncias provenientes de observagoes efetuadas
previamente; sequéncias geradas aleatoriamente a
partir de distribui¢des empiricas construidas com ob-
servacOes efetuadas previamente; sequéncias geradas
aleatoriamente a partir de distribui¢des classicas, cujos
parametros foram estimados de acordo com observa-
¢oes efetuadas previamente (PERIN FILHO, 1995).

No primeiro caso, exige-se um processo demo-
rado, que requer bastante memoria e que, portanto, €
inadequado para a aplicacdo em simulacgdo de siste-
mas. As outras duas alternativas sdo dependentes de
um gerador de nimeros aleatorios, que permite obter
valores de variaveis aleatorias com as distribui¢des
desejadas.

A determinacdo da curva de densidade pro-
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babilidade da variavel nimero de embrides vidveis
objetiva sua projecdo de forma realista em estudos
de simulagdo. Assim, estimativas do nimero de pre-
nhezes, nimero de receptoras ¢ doadoras a se utilizar,
custo da técnica, elaboragdo de projetos e calculos de
viabilidade financeira podem ser realizados com maior
precisdo, minimizando risco (BELTRAME 2006).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho ¢ deter-
minar a curva de densidade probabilidade do numero
de embrides viaveis produzidos por FIV para doadoras
daraca Nelore, efetuando sua comparagdo com a curva
de densidade probabilidade da TE, determinada por
BELTRAME (2006).

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho toma por base dados conce-
didos pela Associacao Brasileira de Criadores de Zebu
(ABCZ) relativo a FIV em doadoras da raga Nelore.
Ainda, a frequéncia do nimero de embrides viaveis
obtidos apds TE e descrita por BELTRAME (2006)
foi utilizada neste trabalho.

Por intermédio da ABCZ, uma base de dados
compondo arquivos eletrénicos em formato “txt”, com
dados de embrides FIV, foram recebidos contendo, na
linha, o evento, e nas colunas a seguinte padronizacao:
codigo da doadora; codigo do touro; uf da fazenda; data
da aspiracdo; data da transferéncia; embrides produzi-
dos; embrides transferidos; embrides perdidos.

Organizaram-se a informagdes relativas a FIV
em planilhas do Microsoft Excel 2003, e a partir desse
ponto, procedeu-se a sua analise por meio da ferramen-
ta SAS for Windows 1999. Dados de 73.121 aspiragdes
foram disponibilizados.

Uma vez na ferramenta SAS, eliminaram-se da
analise todos os dados incoerentes ou de valor nulo.
Consideraram-se apenas as aspiragdes realizadas entre
os anos de 2000 a 2007.

Foram retiradas da andlise as aspiragdes em
que o numero de embrides obtidos e/ou perdidos era
superior a 35, apresentavam datas inconsistentes ¢/ ou
valores em branco.

A aplicagdo da restrigao resultou na eliminagao
de 1.519 aspiragdes. A analise partiu, entdo, de dados
referentes a 20.619 doadoras, 71.602 aspiragdes e
509.643 embrides.

Aselegio dos dados relevantes foi realizada através
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da fung@o ‘proc freq”” do SAS for Windows 1999. No caso
especifico, essa fungdo retornou o somatoério do niimero
observado de aspiragdes para cada valor de numero de
embrides viaveis gerados. O numero total de aspiragoes
que obtiveram embrido viavel nulo, até o somatorio de
aspiragdes que obtiveram 35 embrides viaveis, nimero
maximo de embrides vidveis por doadora restringido no
banco, foi gerado a partir desse “comando”.

Uma comparagdo grafica e uma analise numérica
baseada na frequéncia observada e estimada a partir do
modelo de distribui¢do (ou distribui¢des) selecionada
foram realizadas. Definiu-se por estimar a frequéncia
nula como sendo similar a frequéncia de obtencao de um
embrido viavel e a partir dai realizar seu ajuste.

O comportamento grafico dos dados observados
torna-se fundamental para um diagnostico preliminar
da escolha de uma distribui¢do, conforme é demons-
trado na Figura 1.

A disposicao grafica das diversas distribuigdes
existentes ¢ o comportamento dos dados observados
sugerem uma aproximagdo a distribuicdo exponen-
cial negativa [ EX(4) ] (BENJAMIN & CORNELL,
1970). Sendo assim, uma metodologia numérica foi
utilizada, no intuito de identificar o melhor valor dos
parametros e comparar o ajuste desses modelos aos
dados observados.
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FIGURA 1. Frequéncia observada da producdo embrionaria em
relagdo ao niimero de aspira¢des realizadas para técnica de ferti-
lizagdo in vitro.

Procedeu-se a estimag@o dos parametros da dis-
tribuicdo e seu ajuste, para representar com eficiéncia a
variancia e minimizar o erro total, através do método da
“maxima verossimilhanca” e de seu estimador (KOS-
TINA, 2004). O método GRG2 como instrumento de
otimizacdo foi aplicado usando-se Microsoft Excel
2003® Solver.

Os procedimentos de ajuste descritos foram
resumidos e podem ser observados na Tabela 1, para
0 uso de uma distribuicdo exponencial [ EX(4) ].

TABELA 1. Procedimentos de ajuste da distribui¢do exponencial negativa do niimero de embrides viaveis na técnica de fertilizagdo

in vitro

N°. de embrides (1) 022?,352;1?2) Frequéncg)estlmada Erro de predigdo (4) E(I;)o
0 0,118 Fx) = 1—e's, x>0 (3)-(2) ()
1 0,118 F(x)=1-e' x>0 (3)-(2) (4)
2 0,105 Fx) = 1—e's, x>0 (3)-(2) &)
Xerro

(1) N°. de embrides viaveis por aspiracao; (2) frequéncia observada dos dados coletados; (3) frequéncia estimada a partir da distribui¢éo de probabilidade;

(4) erro de predigao; (5) erro total.

Estatisticamente, apds a parametrizagao do modelo,
procedeu-se ao teste F e calculou-se o coeficiente de deter-
minagdo. Assim, foram determinados o quanto da variancia
obtida na parametrizagdo era explicada pelo modelo ¢ a
significancia dos dados obtidos pela nova distribuigao.

Como critérios de escolha da melhor funcéo
de distribuicdo que se ajusta aos dados observados,

foram avaliados, em fator de importancia, respecti-
vamente, a soma do quadrado do erro (SQerro) e o
erro de predigdo.

frequéncia observada — frequéncia estimada
YEP= x 100
frequéncia observada
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20

BELTRAME, R. T. etal.

Comparagdo dos modelos

BELTRAME (2006) descreveu um banco de
dados de TE ajustado por meio de um aplicativo de
gerenciamento de banco de dados. Neste trabalho,
optou-se por um software livre, modelado por meio
da ferramenta IBAdmin 4.0, sendo analisadas 26.767
doadoras, 61.928 coletas e 451.322 embrides.

Conforme BELTRAME (2006), o ajuste da TE
foi realizado através da distribui¢@o exponencial nega-
tiva. Assim, de posse de um mesmo modelo e de dois
(ou mais) conjuntos de dados (TE e FIV), objetivou-se
saber se estes conjuntos de dados se comportariam da
mesma forma.

Assim, para comparar a significancia estatistica
das diferengas entre os modelos (curvas de probabi-
lidade de TE ajustada por BELTRAME, em 2006, e
de FIV, neste trabalho), aplicou-se uma nova analise
estatistica, qual seja, a técnica de comparagdo de
curvas com o teste F. Representou-se o teste de ve-
rossimilhanca através da seguinte equagdo (SILVA &
AZEVEDO, 2002):

[SQR(mmb) - (SQRE + SQRFIV]/ 1
(SQRE+ SQR_ )/35

FIv

em que F ¢ o valor da distribuicdo F correspondente a
razao da diferenca entre a soma dos quadrados residuais
da curva combinada; SOR, ¢ a soma dos quadrados
residuais da curva de probabilidade de TE; SOR, , € a
soma dos quadrados residuais da curva de probabilida-
de de FIV; SOR  , € asoma dos quadrados residuais
da curva de probabilidade resultante do ajuste com os
dados proveniente da curva de TE e FIV combinadas.
Os divisores 1 e 35 representam os respectivos graus de
liberdade do numerador e denominador, utilizados no
calculo da razdo entre os quadrados médios residuais de
cada par de curvas comparadas. O nivel critico de pro-
babilidade estabelecido para julgar a significancia das
diferencas foi de 5%, o qual, nesse caso, correspondeu
ao valor de F = 4,13 para 1 e 34 graus de liberdade no
numerador e denominador, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia observada corresponde & demons-
tracdo do evento especifico no passado. Os dados obti-
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dos representam o somatdrio do nimero de coletas com
embrides viaveis, variando de 0 a 35. Tais informagdes
possibilitaram a determinagao da curva de densidade
probabilidade. A Tabela 2 apresenta estes dados.

TABELA 2. Frequéncia observada do nimero de embrides viaveis
por aspiracdo para a raga Nelore

Embrides Total de aspirades Frequéncia
viaveis observada (%)

0 448 0,63
1 9.531 13,31
2 8.542 11,93
3 7.431 10,38
4 6.300 8,8

5 5.494 7,67
6 4.660 6,51
7 4.125 5,76
8 3.548 4,96
9 2.820 3,94
10 2.704 3,78
11 2.194 3,06
12 1.955 2,73
13 1.573 2,2

14 1.376 1,92
15 1.292 1,8

16 1.098 1,53
17 878 1,23
18 789 L1

19 589 0,82
20 742 1,04
21 507 0,71
22 438 0,61
23 369 0,52
24 338 0,47
25 314 0,44
26 241 0,34
27 220 0,31
28 161 0,22
29 176 0,25
30 200 0,28
31 124 0,17
32 136 0,19
33 108 0,15
34 81 0,11
35 100 0,14

Como observado na Tabela 2, a frequéncia de
embrides nulos apresenta-se como um dado atipico
na tabela (f(0)=0,63). Embora passivel de ocorréncia,
sugere-se que tal dado seja proveniente da falha de
comunicacao por veterindrios e fazendeiros das aspi-
racdes que apresentam numero de embrides viaveis
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nulos, apresentando, portanto, frequéncia extrema-
mente baixa.

No processo de analise dos dados coletados para
uso em um simulador em analises estocasticas, uma
das principais agoes ¢ a identificacdo de uma distri-
buicdo tedrica de probabilidades que represente, da
melhor maneira possivel, o comportamento da variavel
(FREITAS FILHO, 2001).

Para FIV, a média de embrides viaveis por aspi-
racao revelados pela frequéncia observada foi de 6,43
+5,5. A obtengdo dessa média teve como pressuposto
que o numero de aspiragdes que resultaram em zero
e um embrides foi similar. O pardmetro de ajuste do
modelo para FIV foi k= 0,148 para a distribui¢do ex-
ponencial negativa. Considerou-se o ajuste altamente
significativo (P<0,0001; Tabela 3 e Figura 2).

O coeficiente de determinagao também pode ser
considerado alto (R?>=0,98), indicando que a distribui-
¢do explica a maior parte da variancia nos dados obser-
vados. O erro-padrio da regressao foi de 0,040.

Tenta-se predizer a eficiéncia dos programas
de FIV por medida em relacdo ao niimero de blasto-
cistos obtidos a partir do nimero de ovocitos postos
em cultivo e fertilizados com um sémen determinado
(FUENTES, 2006). Entretanto, o comportamento des-
sas variaveis ndo ¢ conhecido na técnica de FIV.

A média de embrides vidveis obtidos por aspi-
racdo neste trabalho encontra-se proxima a relatada
na literatura. NONATO JR. et al. (2006) compararam
quatro protocolos de OPU em vacas Nelore. O nimero
de embrides produzidos variou de 6,1 + 1,0 a 12,0 +
2,6, este ultimo com utilizagdo de progestageno.

O grupo de MACHADO et al. (2006), inten-
cionando estudar a variabilidade na produgio in vitro,
analisou a hipdtese de que uma menor variabilidade
ocorreria entre gémeos idénticos do que quando indi-
viduos ndo relacionados eram trabalhados. Diferenga
(P< 0,05) foi encontrada no numero de blastocistos
produzidos entre os grupos comparados.

CHAUBAL etal. (2007) compararam tratamen-
tos hormonais na tentativa de promover estimulagao
ovarica e aumentar a produ¢do de embrides na técnica
de FIV. Embora um niimero menor de embrides tenha
sido produzido diante dos tratamentos utilizados, a
variabilidade na producdo de embrides persistiu.

Fica clara a importancia do conhecimento do
comportamento da variavel e suas projecoes dentro de

sistemas de simulacdo. Através da Figura 2, demonstra-
se que existe um comportamento caracteristico da
variavel analisada independente do sistema em estudo.
Este comportamento ¢ decrescente ¢ proporcional ao
aumento no numero de embrides produzidos, sendo
ajustavel a situagdes especificas. Ainda, os resultados
deste trabalho indicam que o nimero de embrides
vidveis produzidos por aspiracdo de doadoras da raca
Nelore pode ser estimado por meio da distribuicao
exponencial.

TABELA 3. Caracteres da analise de variancia para a distribui-
¢do exponencial ajustada do nimero de embrides vidveis por
aspiracao

FV GL SQ QM F P<
Regressio 1 0,04023  0,0402  2510,9 0.0001**
Erro 34 0,00062 0,000016 - -
Total 35 0,04085 - - -

R? 0,98471 - - -

FV = fonte de variagdo; GL= grau de liberdade; SQ = soma do quadrado
do erro; QM = quadrado médio; F = teste de significancia; ** = probabi-
lidade P<0,0001.
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FIGURA 2. Comparacdo entre a frequéncia observada e a frequén-
cia estimada do nimero de embrides vidveis por aspiragdo obtida
pela distribuigdo exponencial.

Comparag¢ao de modelos

A Figura 3 e os resultados obtidos decorrentes
da avaliacdo de comparacdo dos modelos indicam
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a ndo significancia da hipotese testada, ou seja, ndo
existe diferenca (P>0,05) entre as curvas de TE e FIV
analisadas. A demonstragao estatistica do resultado
pode ser observada na Tabela 4.

TABELA 4. Caracteres da analise de varidncia para modelos
combinados do numero de embrides viaveis produzidos apds
coleta ¢ aspiragao

FV GL SQ QM F P>
Regressio 1 0,0853  0,0853 0,81  0,05®
Erro 34 0,0024 0,0000715 - -
Total 35 0,0877 - - -
R’ 0,9723 - - -

FV = fonte de variagdo; GL = grau de liberdade; SQ = soma do quadrado do
erro; QM = quadrado médio; F = teste de significancia; ns = probabilidade
P>0,05 — nao significativo
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FIGURA 3. Frequéncia predita através da distribuigdo exponencial
do numero de embrides viaveis produzidos apos transferéncia de
embrides e fertilizacdo in vitro.

E importante destacar que estudo como este é
incipiente na esfera da reprodugdo animal. Embora
matematicamente se chegue a um resultado pontual, a
explicagdo bioldgica de similaridade de curvas engloba
uma série de suposicoes.

Pelos resultados apresentados, inicialmente,
supde-se que exista um processo em comum que limite
o numero de embrides viaveis nas duas técnicas. Esta
ideia pode ser consequéncia de fatores que influenciam
a dinamica folicular na resposta ovulatoria de doado-
ras, fatores que afetam a fertilizacdo e a viabilidade
embrionaria, ¢ ainda fatores relacionados ao programa
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de manejo animal, como descrevem PEIXOTO et al.
(2002).

Tendo-se a dinamica folicular como fator li-
mitante na produgdo de embrides, a eclaboragdo de
modelos matematicos que retratassem a evolucao do
crescimento folicular de forma individual, excluindo-se
o comportamento da populagdo, poderia ser util para
estimar de forma mais precisa o numero de embrides
viaveis obtidos por coleta. Entretanto, estudos visan-
do tal modelagem sdo complexos ¢ ainda ndo foram
descritos na medicina veterinaria.

Em relagdo a similaridade das curvas, um dos
pontos que se cogita ¢ que, diante da proje¢ao do na-
mero de embrides viaveis na TE ou na FIV, o nimero
de embrides gerados através de processo aleatorio
possuira o mesma capacidade de evolugdo. Neste caso,
a dinamica temporal deve ser alterada. A aceleracdo
do melhoramento genético animal fica evidenciada
pelo tempo (repeti¢do) e ndo pela técnica utilizada.
Em situacdes similares em que os efeitos genético e
ambiental ndo forem considerados, a produgdo em-
briondria projetada em um modelo de simulagdo pode
ser a mesma.

Ainda quanto a comparacao FIV e TE, os resulta-
dos permitem identificar as biotécnicas como auxiliares
e ndo como conflitantes. Neste caso, ineficiéncias de uma
biotécnica podem ser cobertas pelos beneficios da outra.
Animais que nao respondem a TE podem ser utilizados
na FIV. Da mesma forma, animais com consecutivas TEs
podem ser inseminados ¢ ao inicio da gestagdo serem
submetidos a FIV. Com isso, uma maior velocidade de
selecdo pode ser obtida. Destaca-se que outros bancos
de dados devem ser testados no intuito de confirmar os
resultados obtidos neste estudo.

Ressalta-se que uma maior atenc¢do deve ser
destinada aos indices das biotécnicas. Embora ndo
tenham sido demonstradas diferencas nas curvas de
producdo de embrides entre TE e FIV, algumas varia-
veis como taxas de gestacdo, utilizacdo de doadoras
consecutivamente e possibilidade de congelamento de
embrides podem ser decisivas na escolha por uma das
biotécnicas de forma especifica.

CONCLUSOES

Os resultados expostos permitem concluir que:
1) a distribuicdo de densidade de probabilidade expo-
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nencial se mostra adequada ao ajuste a frequéncia ob-
servada para a finalidade proposta (uso em simulagéo)
na biotécnica de FIV; 2) existe grande proximidade
de comportamento do nimero de embrides viaveis
obtidos apds coleta e aspiragdo entre as curvas de TE
e FIV testadas.
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