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Resumo

Realizaram-se estudos para aferir as provaveis causas da baixa taxa de recuperagdo de estruturas
embrionarias em bufalas superovuladas. No primeiro estudo (Experimento 1), foram utilizados sistemas genitais
de bufalas e de bovinas tratadas para a inducdo de ovulagdes Unicas ou multiplas, os quais foram submetidos a
morfometria, seguidos de lavagem dos ovidutos para a recuperagdo dos odcitos. Posteriormente, os ovidutos
foram encaminhados a histologia. No Experimento 2, foram utilizados ovidutos de btfalas ¢ de bovinas, tratadas
para a indugdo de ovulagdo tinica. O limen do oviduto foi exposto e, apds isso, os ovidutos foram incubados em
meio de cultura com ou sem E,, com posterior colocacdo de microesferas na sua superficie para a aferi¢do do
movimento ciliar. No Experimento 3, foram utilizados ovidutos de bufalas ¢ de bovinas tratadas para a indugdo
de ovula¢do unica. Os ovidutos foram incubados em meio de cultura com ou sem E,, com a inser¢do de odcitos
bubalinos ou bovinos em seu limen, sendo posteriormente lavados para a recuperagdo e contagem dos odcitos.
No Experimento 4, btfalas e bovinas foram tratadas para a indu¢do de ovulagdes tnicas ou multiplas. Apos a
ovulagdo, os animais foram submetidos a laparotomia para a inser¢do de odcitos bubalinos ou bovinos no
oviduto. Posteriormente (cinco e seis dias apds a inser¢ao dos odcitos bubalinos e bovinos, respectivamente), os
sistemas genitais foram lavados in vivo para a recuperagdo das estruturas embrionarias. Foi verificado que: no
Experimento 1, a taxa de recuperagdo de odcitos foi maior para as bovinas que para as bufalas, e as camadas
musculares do infundibulo foram mais espessas para as bufalas que para as bovinas; no Experimento 2, a
presenca de E, no meio de cultura ndo interferiu na direcdo do deslocamento das microesferas em nenhuma
porcado dos ovidutos de bufalas e de bovinas; no Experimento 3, o transporte de odcitos pelo oviduto de bufalas e
de bovinas ndo foi influenciado pela espécie do odcito e pelo E,; no Experimento 4, o numero e a taxa de
recuperacdo de estruturas embrionarias ndo foram influenciados pelo tratamento ou pela espécie dos oocitos. Os
resultados dos experimentos reforcam que a baixa taxa de recuperacdo de estruturas embriondrias pode ndo estar
relacionada a reposta folicular aos tratamentos superovulatorios, mas sim a alguma falha na captacio dos odcitos
pelas fimbrias do oviduto apés a superovulagdo. As fémeas bubalinas apresentam particularidades no sistema
genital que podem afetar a captacdo de odcitos em animais superovulados.

Palavras-chave: bufalas, estradiol, miltipla ovulacdo, nelores, odcito.
Abstract

Studies were performed to assess the probable causes of the low embryonic structures recovery rate in
superovulated buffaloes. In the first study (Experiment 1) were used buffaloes and bovines genital systems
treated to induce single or multiple ovulations, which were submitted to morphometry followed by oviducts
Sflushing for the oocytes recovery. Subsequently, the oviducts were sent to histology. In Experiment 2, were used
buffaloes and bovines oviducts treated for single ovulation. The oviduct lumen was exposed and, thereafter,
incubated in culture medium with or without E, with subsequent placement of microspheres on its surface for
the ciliary movement measure. In Experiment 3, were used buffaloes and bovines oviducts treated for a single
ovulation. The oviducts were incubated in culture medium with or without E, with the inclusion of bovine or
buffalo oocytes in the lumen, and subsequently flushed for the oocytes recovery and counting. In Experiment 4,
buffaloes and bovines were treated to induce single or multiple ovulations. After ovulation, the animals
underwent laparotomy for the insertion of bovine or buffalo oocytes in the oviduct. Later (five and six days after
buffalo and bovine oocytes insertion, respectively), the genital systems were flushed in vivo for the embryonic
structures recovery. The results are: in Experiment 1, the oocytes recovery rate was higher for bovines than for
buffaloes and the infundibulum muscular layers were thicker for buffaloes than for bovines; in Experiment 2, the
presence of E; in the culture medium did not affect the microspheres displacement direction in any portion of the
buffaloes and bovines oviducts, in Experiment 3, the transport of oocytes by the buffaloes and bovines oviducts
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was not influenced by the oocytes species and the E,. in Experiment 4, the number and the embryonic structures
recovery rate were not affected by treatment or oocytes species. The experimental results reinforce that the low
embryonic structures recovery rate may not be related to the follicular response to superovulation treatment, but
to any failure of the oviduct fimbriae to capture some of oocytes after superovulation. The buffalo have
particularities in the genital tract that can affect the oocyte retrieval in superovulated animals.

Keywords: buffaloes, estradiol, multiple ovulation, nelore, oocyte.
Introducao

Nos ultimos dez anos, a taxa de crescimento do rebanho bubalino mundial foi de 13,8%, e a produgdo
de leite aumentou 28,4% nesse periodo. Atualmente existem cerca de 188,3 milhdes de cabegas de bufalos, os
quais sdo responsaveis pela producdo anual de 90,3 milhdes de toneladas de leite (Food and Agriculture
Organization - FAO, 2011).

Entretanto, como ocorre nas demais espécies de interesse zootécnico, o crescimento do rebanho
bubalino deve estar associado ao controle da produtividade — o qual possibilita a identificagdo dos individuos
que possuem mérito genético — e, consequentemente, a multiplicacdo e a distribuicdo dos animais melhoradores,
0 que s6 ¢ possivel com o auxilio das biotecnologias da reprodugdo. Se assim conduzida, a bubalinocultura — que
atualmente responde por 13,0% da producdo mundial de leite (FAO, 2011) — tende a se tornar uma atividade
econdmica cada vez mais atraente sob os pontos de vista econdmicos e sociais.

Nesse contexto, a inseminacdo artificial (IA), que permite a multiplicacdo de material genético de
origem paterna, ¢ indispensavel para o melhoramento da espécie. Mas, para acelerar o processo de
melhoramento genético, faz-se necessario aumentar a contribui¢do das fémeas, o que implica a utilizagdo de
outras biotecnologias — como a multipla ovulagdo ¢ a transferéncia de embrides (MOET) — a essa ferramenta.

Embora haja registros do nascimento de btfalos com o emprego da MOET no Brasil e em outros paises
(Drost et al., 1983; Baruselli, 1994), a utilizagdo dessa técnica na espécie ainda apresenta limitagdes, ligadas
principalmente a baixa taxa de recupera¢do embrionaria (Misra et al., 1990, 1994; Ambrose et al., 1991; Prakash
et al., 1992; Baruselli, 1994, 1997; Zicarelli et al., 1994a, b, 2000; Taneja et al., 1995a, b; Madan et al., 1996;
Baruselli et al., 1999Db, c, 2001b, 2002b; Carvalho et al., 2002).

Os avangos proporcionados pela técnica de MOET permitem afirmar que as fémeas bubalinas
respondem ao tratamento superovulatorio, embora sejam menos eficientes que as fémeas bovinas na recuperagio
de embrides. De acordo com Baruselli et al. (2000b), somente 34,8% das ovulacdes de bufalas submetidas a
superestimulagdo do crescimento folicular resultam na colheita de estruturas embrionarias, percentual muito
inferior aquele encontrado por Adams (1994), que registra taxas de 63 a 80% em bovinos. Essa disparidade entre
as taxas de recuperagdo de embrides nas duas espécies pode estar relacionada a alguma falha no processo de
captagdo e/ou transporte dos odcitos pelo oviduto.

De acordo com Hunter (1988), os dois principais mecanismos envolvidos no transporte dos gametas
femininos sdo os batimentos ciliares do epitélio do oviduto e¢ as ondas de contracdo da musculatura lisa da
miosalpinge. Tais mecanismos, assim como o tempo de transporte dos oocitos pelo oviduto, sdo controlados
pelos esteroides ovarianos.

Os baixos resultados da MOET na espécie bubalina podem decorrer das altas concentragdes do
horménio estradiol (E,), postulam Misra et al. (1998). E possivel que as fémeas bubalinas sejam mais sensiveis
que as fémeas bovinas a elevagdes nas concentragdes plasmaticas de E, durante os tratamentos superovulatorios
(Beg et al., 1997), pois as bufalas apresentam menores concentragcdes plasmaticas de E, do que as fémeas
bovinas durante o ciclo estral normal (Batra et al., 1983).

A exposicao até aqui realizada indica a importancia de investigar detalhadamente as inter-relagdes
anatomofuncionais entre os hormdnios esteroides ovarianos ¢ o sistema genital das bufalas. A compreensao dos
processos fisioldgicos que envolvem as concentragdes de E, e progesterona (P4), a ovulacdo, a qualidade do
odcito e a captagdo e o transporte oocitario ¢ de grande importancia para a melhoria da eficiéncia da MOET em
bubalinos. O presente artigo tem como objetivo apresentar pesquisas recentes que procuram elucidar os fatores
que afetam a eficiéncia da MOET em bubalinos.

Material e Métodos

Experimento 1 - Morfometria comparativa dos sistemas genitais de fémeas bubalinas e bovinas na fase pos-
ovulatoria

Este experimento foi conduzido para verificar a hipotese de que a anatomia do sistema genital das

fémeas bubalinas ¢ diferente daquela das fémeas bovinas submetidas a tratamentos iguais.
Para tanto, foram utilizadas 72 fémeas divididas aleatoriamente em quatro grupos (G-BufOv, n = 23
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bufalas com ovulagdo unica; G-BovOv, n = 11 bovinas com ovulagdo unica; G-BufSov, n = 27 bufalas com
multipla ovulagdo; G-BovSov, n = 11 bovinas com multipla ovulagdo). No dia 0 (DO0), todas as fémeas
receberam um dispositivo intravaginal de P, (DIB) e a aplica¢do intramuscular (im) de 2 mg de benzoato de
estradiol (BE) associado a 50 mg de P,. O crescimento folicular foi superestimulado no D4 (G-BufSov e G-
BovSov) pelo tratamento com 2.500UI im de eCG (Novormon). Todos os animais receberam 0,15 mg im de
PGF,, no D8 (Prolise), juntamente a remogdo dos DIBs. Nas fémeas dos G-BufOv e G-BovOv, foram aplicadas
mais 400Ul im de eCG (D8). No D9, os animais receberam a aplicagdo im de GnRH (Gestran-Plus; G-BufOv e
G-BovOv: 25ug; G-BufSov e G-BovSov: 50ug), 12 (G-BovSov) e 24 horas (G-BufOv, G-BovOv ¢ G-BufSov)
apo6s a remocdo dos DIBs. Os genitais foram submetidos a contagem do numero de corpos luteos (CL), a
morfometria e a lavagem dos ovidutos.

O numero CL foi verificado, os ovarios dissecados, separados das bursas e dos mesovarios. Os ovidutos
foram cortados na juncdo uterotubarica e dissecados. Apoés isso, foram introduzidos nos infundibulos 40 ml de
meio de lavagem (D-PBS) contendo 1% de soro fetal bovino. O efluente de cada oviduto foi coletado
separadamente dentro de placas de Petri, as quais foram avaliadas em lupas estereoscopicas, para a localizagio e
a contagem dos odcitos.

Posteriormente, os ovidutos foram separados em trés por¢des — infundibulo, ampola e istmo —,
acondicionados em frascos com solugdo aquosa de formol a 10%. Para as analises histologicas, foram utilizados
seis ovidutos para o G-BufOv, seis ovidutos para o G-BovOv, quatro ovidutos para o G-BufSov e seis ovidutos
para o G-BovSov. Para cada bloco, foi efetuado um corte de 3 pum de espessura, que foi fixado em ladmina,
corado com hematoxilina ¢ eosina e coberto com laminula. Por meio do microscépio de luz acoplado ao
programa Axiocam HRc, foram efetuadas as medi¢des da espessura da musculatura lisa — circular e longitudinal
— das porgoes do oviduto.

Experimento 2 - Movimento ciliar in vitro das células endoteliais de ovidutos bubalinos e bovinos tratados ou
ndo com estradiol

Segundo Beg et al. (1997), as bufalas podem ser mais sensiveis do que as bovinas a elevagdes nas
concentragdes plasmaticas de E,. Com base em tais achados, o presente experimento foi conduzido para verificar
a hipotese de que a elevag@o nas concentracdes plasmaticas de E, durante os tratamentos superovulatorios afeta
os movimentos ciliares das células endoteliais do oviduto de bufalas. Para tanto, foram utilizados ovidutos de
fémeas bubalinas e bovinas no periodo pos-ovulatério, que constitui o periodo de maior atividade dos cilios das
células endoteliais do oviduto (Hafez e Hafez, 2004). Para verificar a influéncia in vitro do E, no movimento
ciliar, os ovidutos foram tratados ou ndo com esse hormonio.

Foram utilizadas 10 bufalas e 10 bovinas sincronizadas para a obtengdo de ovulagdes unicas de acordo
com o protocolo descrito no Experimento 1. Todas as fémeas foram abatidas 48 horas apds a inducdo da
ovulagdo (D11). Os tratos genitais foram retirados, e os ovidutos dos animais que apresentavam pelo menos um
CL foram divulsionados na jung@o tterotubdrica, dissecados e colocados em garrafa térmica contendo D-PBS —
adicionado de 1% de antibiotico — a 38,0°C. Posteriormente, os ovidutos foram conduzidos a Unidade de
Biologia Celular do Centro de Sanidade Animal do Instituto Biologico de Sdo Paulo.

No laboratorio, os ovidutos foram lavados com solugdo balanceada de Hanks (HBSS), suplementada
com 25 mM de HEPES. Foi realizada uma incisdo ao longo do comprimento dos ovidutos que, posteriormente,
foram colocados em placas de Petri de 150 x 25 mm contendo camada de 1cm de parafina. Nessas placas, foram
identificadas as extremidades dos ovidutos. Quatro grupos foram definidos: G-OvdBuf (n = 7 ovidutos de bufala,
sem E,); G-OvdBov (n = 5 ovidutos de bovina, sem E,); G-OvdBufE, (n = 8 ovidutos de bufala, com E,); G-
OvdBovE, (n = 13 ovidutos de bovina, com E,). Todos os ovidutos foram submersos em 75 ml de solugdo
balanceada de HBSS adicionada ou ndo de 10 ng/ml de E,, de acordo com a divis@o dos grupos. Cada placa foi
incubada — para equilibrio do meio e da temperatura — em estufa de CO, por 30 minutos, com atmosfera e
temperatura controladas. Apds o periodo de incubagio, microesferas pretas de latex (10 um) — aproximadamente
450 unidades — foram colocadas na superficie luminal dos ovidutos para a afericdo do movimento ciliar. A
observacdo da movimentagdo ¢ da diregdo das microesferas foi realizada durante um minuto por porgdo do
oviduto — infundibulo, ampola e istmo —, em lupas estereoscopicas, e as imagens foram filmadas. Por meio das
filmagens, foi possivel verificar a dire¢ao do deslocamento das microesferas por por¢do do oviduto.

Experimento 3 - Transporte in vitro de oocitos pelos ovidutos de fémeas bubalinas e bovinas tratados ou ndo
com estradiol

A reversdao no peristaltismo do oviduto verificada por Bellve e McDonald (1970) em fémeas
superovuladas de pequenos ruminantes — devido as altas concentragdes de E, — pode ocorrer em bufalas
submetidas ao mesmo tratamento. Além disso, a fragil ligagdo entre as camadas de células da granulosa e os
odcitos dessa espécie pode interferir negativamente no transporte desses gametas, pois, de acordo com Hunter
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(1988), Lam et al. (2000) e Talbot et al. (2003), o processo de captagdo e transporte dos odcitos pelo oviduto
depende da qualidade dos gametas femininos. Assim, o presente experimento foi conduzido para verificar as
hipoteses de que a elevagdo das concentragdes plasmaticas de E, durante os tratamentos superovulatorios, afeta
o transporte dos odcitos em fémeas bubalinas, e de que a qualidade inferior dos odcitos de biifalas ¢ responsavel
pela baixa taxa de recuperacdo de estruturas embrionarias nas bufalas superovuladas.

Foram utilizadas 10 fémeas bubalinas e 15 fémeas bovinas sincronizadas para a obtengdo de ovulagdes
unicas, de acordo com o protocolo descrito no Experimento 1. Todas as fémeas foram abatidas no D11, e o
procedimento para retirada e transporte dos ovidutos seguiu-se como descrito no Experimento 2.

Foram realizadas aspiragdes foliculares em fémeas bovinas e bubalinas. Na unidade de Biologia
Celular, os oocitos recuperados foram colocados em meio de lavagem. Posteriormente a lavagem, foram
colocados em meio de maturagdo e incubados por 24 horas em estufa de CO,. Apenas os oocitos maturados —
aqueles com as células do cumulus expandidas — foram utilizados, totalizando 60 odcitos bovinos e 60 bubalinos.

No laboratério, os ovidutos — ipsilateral e contralateral as ovulagdes — foram lavados com solugdo
balanceada de Hanks suplementada com 25 mM de HEPES. Posteriormente, os ovidutos foram colocados em
placas de Petri de 150 x 25 mm. Nas por¢des anteriores do infundibulo, foram inseridos cinco o6citos bubalinos
(G-BufBuf, G-BufE,Buf, G-BovBuf ¢ G-BovE,Buf) e cinco o6citos bovinos (G-BufBov, G-BufE,Bov, G-
BovBov ¢ G-BovE,;Bov) junto com aproximadamente 50 pl de meio de maturagdo. Todos os ovidutos foram
submersos em 100 ml de meio de maturagdo, adicionado (G-BufE,Buf, G-BufE,Bov, G-BovE,Buf ¢ G-
BovE,Bov) ou ndo (G-BufBuf, G-BufBov, G-BovBuf e G-BovBov) de 10 ng/ml de E,. Cada placa foi incubada
em estufa de CO, por 24 horas, com atmosfera e temperatura controladas. Apds a incubagdo, foram introduzidos
nos infundibulos 40 ml de meio de lavagem (D-PBS) que continha 1% de soro fetal bovino. O efluente de cada
oviduto foi coletado separadamente dentro de placas de Petri, as quais foram avaliadas em lupas estercoscopicas,
para a recuperagdo e a contagem dos odcitos.

Experimento 4 - Transporte in vivo de odcitos pelos ovidutos de fémeas bubalinas e bovinas com ovulag¢oes
unicas e multiplas

Bufalas submetidas a protocolos de IATF em que, na maioria das vezes, um tnico foliculo ¢ induzido a
ovular ndo devem apresentar comprometimento na taxa de recuperag@o de estruturas embrionarias. Apos a A, as
bufalas apresentam satisfatorias taxas de concepgao (em torno de 50%), semelhantes aquelas obtidas em bovinas
submetidas a IATF (Baruselli et al., 1999a, 2000a, 2001a, 2002a, 2003, 2004). Assim, o presente experimento
foi conduzido para verificar duas hipéteses, a saber: a qualidade inferior dos o6citos de bufala é responsavel pela
baixa taxa de recuperagdo de estruturas embrionarias dessas fémeas quando superovuladas; os tratamentos
superovulatérios afetam o transporte dos o6citos em fémeas bubalinas.

Foram utilizadas 10 fémeas bubalinas ¢ 12 bovinas divididas aleatoriamente em oito grupos (G-
BufOvBuf, G-BufOvBov, G-BufSovBuf e G-BufSovBov — bufalas; G-BovOvBuf, G-BovOvBov, G-BovSofBuf
e G-BovSovBov — bovinas) e sincronizadas para a obten¢do de ovulagdes unicas (G-BufOvBuf, G-BufOvBov,
G-BovOvBuf e G-BovOvBov) ou multiplas (G-BufSovBuf, G-BufSovBov, G-BovSofBuf e G-BovSovBov), de
acordo com os protocolos descritos no Experimento 1. Todas as fémeas foram submetidas a IA 12 e 24 horas
apos a aplicacdo do indutor da ovulagdo, com sémen de bufalo (G-BufOvBuf, G-BovOvBuf, G-BufSovBuf e G-
BovSofBuf) ¢ de bovino (G-BufOvBov, G-BovOvBov, G-BufSovBov ¢ G-BovSovBov). No D10, os animais
foram submetidos a cirurgia para a inser¢cao de odcitos maturados de bubalinos (G-BufOvBuf, G-BovOvBuf, G-
BufSovBuf ¢ G-BovSovBuf) ¢ de bovinos (G-BufOvBov, BovOvBov, G-BufSovBov ¢ G-BovSovBov). As
lavagens uterinas para a recuperagdo das estruturas embrionarias foram realizadas no D15 (G-BufOvBuf, G-
BovOvBuf, G-BufSovBuf ¢ G-BovSovBuf) ¢ no D16 (G-BufOvBov, G-BovOvBov, G-BufSovBov e¢ G-
BovSovBov), pelo método néo cirrgico.

Assim como no Experimento 3, foram utilizados odcitos maturados in vitro, totalizando 120 odcitos
bovinos e 120 bubalinos.

Vinte e quatro horas apoés a indugdo da ovulag@o, os animais foram submetidos a laparotomia. O
oviduto ipsilateral ao foliculo ovulatdrio (=8 mm) ou ovulado (G-BufOvBuf, G-BufOvBov, G-BovOvBuf ¢ G-
BovOvBov), ou ipsilateral ao maior nimero de foliculos (=8 mm) ou ovulagdes (G-BufSovBuf, G-BufSovBov,
G-BovSovBuf ¢ G-BovSovBov) foi localizado e exteriorizado por tragdo do ligamento largo. Os animais que
ndo apresentaram foliculos ovulatorios (=8 mm) ou ovulados foram descartados. Nas por¢des anteriores do
infundibulo, foram inseridos dez odcitos bubalinos (G-BufOvBuf, G-BovOvBuf, G-BufSovBuf e G-BovSovBuf)
e dez odcitos bovinos (G-BufOvBov, G-BovOvBov, G-BufSovBov e G-BovSovBov) junto com
aproximadamente 50 pl de meio de maturagdo. Posteriormente, os tratos genitais foram reposicionados, e a
incisdo suturada.

Os cornos uterinos foram lavados com 1.000 ml de D-PBS adicionada de 1% de soro fetal bovino. O
liquido recolhido em filtro foi colocado em placas de Petri, as quais foram avaliadas em lupas estereoscopicas,
para a recuperagdo e a contagem das estruturas embrionarias.
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Analise estatistica

Os dados foram analisados de acordo com a natureza especifica de cada variavel, utilizando-se o
programa Statistical Analysis System for Windows. Os resultados que n3o atenderam as premissas de
normalidade dos residuos e de homogeneidade das variancias — verificadas pelo aplicativo Guided Data Analysis
— foram transformados pelas fun¢des logaritmicas ou de raiz quadrada. Quando a normalidade ndo foi obtida,
empregou-se o procedimento de analise de varidncia ndo paramétrica. As variaveis continuas foram analisadas
por ANOVA, com procedimento do SAS/STAT de Modelo Linear Geral. Foram varidveis independentes:
bufalas, bovinas, ovulagdo unica, multipla ovulagdo, sem E,, com E,, odcitos bubalinos, o6citos bovinos ¢ as
respectivas interagdes. O teste de médias utilizado foi o LSD, e o nivel de significancia minimo considerado foi
de 5%. A média foi utilizada como medida de tendéncia central, e o erro padrdo da média como medida de
variabilidade para todas as variaveis analisadas.

Resultados e Discussao

Nos Experimentos 1 e 4, todas as fémeas bubalinas e bovinas que receberam a aplica¢do de eCG no dia
da retirada do dispositivo de P, (ovulagdo tnica) apresentaram foliculos potencialmente ovulatdrios ao final do
tratamento, indicando eficiéncia do protocolo na sincronizac@o do crescimento folicular em ambas as espécies.

Diferentemente das bovinas, que apresentaram maior nimero de foliculos potencialmente ovulatorios
no Experimento 4 que no Experimento 1 (20,3 + 3,1 vs. 10,8 £ 2,8; P < 0,05), as bufalas apresentaram respostas
similares a superestimulac¢do do crescimento folicular com eCG nos Experimentos 1 ¢ 4 (8,1 £ 1,1 vs. 6,0 £ 0,5;
P > 0,05). A discrepancia no numero de foliculos potencialmente ovulatorios verificados nos ovarios das fémeas
bovinas nos dois experimentos pode estar relacionada a grande variagdo na resposta aos tratamentos
superovulatérios observada nessa espécie, como relatado por Bo et al. (2002), Boland et al. (1991), Cushman et
al. (1999) e Rouillier et al. (1996).

O desenvolvimento de multiplos foliculos com capacidade ovulatéria verificado nos ovarios das bufalas
sugere que a baixa eficiéncia da técnica de MOET em bubalinos ndo decorre da auséncia de resposta folicular
aos hormonios superovulatorios, o que esta de acordo com o verificado por Baruselli et al. (1999b, c) e Carvalho
et al. (2002).

Verificou-se, nos Experimentos 1 e 4, que as fémeas bovinas — com ovulagdes Uinicas ou multiplas —
apresentaram maior taxa de ovulacdo que as bubalinas tratadas com eCG para a superestimulacdo do crescimento
folicular (Experimento 1: 77,3 £ 10,4% e 85,0 £ 9,4% vs. 35,9 £ 5,8%; Experimento 4: 83,3 + 16,7% e 90,5
2,3% vs. 35,5 £ 7,7%; P < 0,05). De acordo com Schallenberger et al. (1990), bufalas superovuladas apresentam
menor pico de LH do que bovinas submetidas ao mesmo tratamento. Dessa forma, sem considerar as razdes para
a baixa resposta ovulatoria, a administragdo de LH exdgeno em substituicdo ao GnRH poderia ter aumentado o
namero de ovulagdes nas bufalas submetidas ao protocolo de MOET.

No Experimento 1, a taxa de recuperagdo de odcitos das bufalas superovuladas foi inferior a das bovinas
tratadas com eCG para a superestimulacdo do crescimento folicular (20,4 + 6,4% vs. 52,5 + 9,4%; P < 0,05).
Essa disparidade nos resultados pode estar relacionada ao ntimero de foliculos anovulatérios. As bufalas
superovuladas apresentaram maior nimero dessas estruturas que as bovinas submetidas ao mesmo tratamento
(42+1,2vs.1,3£0,5; P <0,05).

Para Zicarelli (1997), quanto maior a incidéncia de cistos ovarianos e de foliculos anovulatérios, menor
sera a taxa de recuperagdo embrionaria em bufalas superovuladas. Na auséncia de ovulagdo, os foliculos
anovulatdrios de bufalas submetidas a protocolos de MOET secretam altas concentragdes de E, (Schallenberger
et al., 1990), que podem aumentar a turgidez do sistema genital (Misra et al., 1998) e ocasionar redugdo na
dimensao do lumen do oviduto (Hunter, 1988).

Além disso, foi verificado no Experimento 1 que o ovario das bufalas ¢ mais firmemente seguro pelo
mesovario que o ovario das vacas, assim como verificado por Sane et al. (1964). Essa caracteristica — aliada as
altas concentragdes de E, — pode dificultar, durante o processo ovulatdorio, a movimentagdo das gonadas das
bufalas submetidas ao protocolo de superestimulagdo do crescimento folicular e, assim, comprometer a captacdo
dos odcitos. Hafez e Hafez (2004) afirmam que um dos mecanismos responsaveis pelo contato das fimbrias com
a superficie do ovario ¢ a atividade muscular do mesovario. Essa atividade ¢ coordenada por mecanismos
hormonais afetados pela razdo E,/P4 (Hafez ¢ Hafez, 2004).

Verificou-se, também no Experimento 1, que a espessura das camadas musculares foi maior no
infundibulo das bufalas superovuladas que no infundibulo das bovinas submetidas ao mesmo tratamento (10,2 +
1,4 vs. 5,9 + 0,3; P < 0,05). Nesse sentido, como o E, se liga aos receptores a-adrenérgicos das células de
musculo liso do oviduto — principalmente das camadas circulares — (Hunter, 1988), quanto mais espesso o orgdo
e quanto maior a concentracdo de E,, maior serd a redugdo de seu limen. Se o limen do oviduto estiver
reduzido, e, em decorréncia disso, seu 6stio mais estreito, maior podera ser a dificuldade do complexo cumulus-
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odcito (CCO) em se mover para o interior do infundibulo, o que depende de uma série de fatores.

De acordo com Talbot et al. (1999) e Lam et al. (2000), o processo de captagdo e transporte do CCO
envolve a adesdo — de modo transitorio — dos cilios do oviduto a matriz extracelular do complexo — substancia
viscosa formada por glicoproteinas secretadas pelas células do cumulus oophorus (Talbot e Di Carlantonio,
1984). Se ndo houver um correto grau de adesdo entre a matriz e os cilios, 0 CCO pode ndo entrar no oviduto
(Lam et al., 2000). O CCO, segundo Talbot et al. (2003), é muito largo para passar pelo 6stio do oviduto. Dessa
forma, para se mover para o interior do infundibulo, ele — pela a¢do dos cilios — gira por varios minutos, para que
ocorra a compactacdo da matriz extracelular e consequente redugdo em seu diametro (Talbot et al., 1999).

Provavelmente, por apresentarem fragil ligacdo com as células da granulosa (Gasparrini, 2002), os
odcitos bubalinos produzem menor quantidade de glicoproteinas pelas células do cumulus oophorus que os
odcitos bovinos. Assim, se 0 CCO bubalino possui menos matriz extracelular, menor sera a adesao entre os cilios
do oviduto e 0 CCO. Somada a isso esta a provavel dificuldade que o CCO tem de se mover para o interior do
infundibulo em decorréncia do estreitamento do 6stio do oviduto, tanto pelas caracteristicas histologicas do
orgdo quanto pelas concentragdes de E, em bufalas superovuladas. Assim, como o fluxo dos fluidos do oviduto
direciona-se do utero para a cavidade abdominal (Black e Asdell, 1958; Bellve e McDonald, 1968), o CCO, pode
ser “lavado” desse 6rgao.

Esse somatorio de fatores poderia explicar, em parte, a baixa taxa de recuperagdo de odcitos verificada
na espécie bubalina em relag@o a bovina, assim como a baixa taxa de recuperacdo de estruturas embrionarias de
bufalas, como descrito na literatura.

O processo de captagdo e transporte do CCO da superficie do foliculo em colapso para o interior do
infundibulo parece depender mais da qualidade dos gametas femininos que do transporte através do infundibulo
para a ampola. No Experimento 3, o numero (1,4 + 0,4 vs. 0,6 = 0,2) e a taxa de recuperagdo (35,2 = 9,2% vs.
12,9 £ 5,4%) de odcitos bubalinos e bovinos cultivados in vitro ¢ inseridos na por¢do do infundibulo de ovidutos
de fémeas bubalinas e bovinas ndo foram influenciados pela espécie dos gametas. Verificou-se tdo somente
tendéncia (P = 0,07) de maior taxa de recuperagdo de odbcitos bubalinos que de oodcitos bovinos,
independentemente da espécie do oviduto e do tratamento. Resultado semelhante foi verificado no Experimento
4. Naquele experimento, ndo houve efeito dos odcitos (P > 0,05) — bubalinos ou bovinos — inseridos no
infundibulo de bufalas e de bovinas sobre o numero (0,3 + 0,2 vs. 0,9 £ 0,9) e a taxa de recuperagio (3,2 + 2,3%
vs. 2,6 £ 2,6%) de estruturas embrionarias das fémeas bubalinas e bovinas apds a lavagem do sistema genital.

Em prévio experimento, Baruselli et al. (2003) verificaram, em fémeas bubalinas superovuladas,
aumento na taxa de recuperacdo de estruturas embriondrias para os animais tratados anteriormente com rBST,
resultado que, provavelmente, decorreu da melhor qualidade dos odcitos desses animais. Por outro lado,
Carvalho et al. (2004) verificaram semelhantes taxas de recuperagdo de estruturas embrionarias dois e cinco dias
apos a primeira IA em bufalas superovuladas, sugerindo que ndo deve existir comprometimento no transporte
dos odcitos pelo oviduto, mas sim na captagao.

Tais resultados sugerem que o transporte de odcitos pelo oviduto de fémeas bubalinas e bovinas
independe da qualidade do odcito. Sabe-se que, a medida que o odcito € transportado através do oviduto, a
matriz extracelular é perdida (Lam et al., 2000). Dessa forma, a capacidade de adesdo das células da granulosa
ndo deve influenciar o transporte dos gametas femininos do interior do infundibulo ao local da fecundagao.

O hormoénio E, também ndo deve exercer nenhum efeito sobre o deslocamento dos odcitos nesse
percurso. No Experimento 3, a elevada concentragdo de E, adicionada ao meio de cultura ndo interferiu no
nimero (1,3 £ 0,4 vs. 0,7 £ 0,2) e na taxa de recuperagdo (29,8 £ 9,0% vs. 16,9 = 6,1%) de odcitos bubalinos e
bovinos obtidos de ovidutos de fémeas bubalinas e bovinas e cultivados in vitro (P > 0,05). Da mesma forma, no
Experimento 4, o tratamento superovulatorio — que eleva as concentragcdes plasmaticas de E,, por aumentar o
nimero de foliculos potencialmente ovulatorios — ndo deve ter influenciado no transporte dos odcitos pelo
oviduto das fémeas bubalinas e bovinas, pois ndo foram encontradas diferengas no nimero (0,3 = 0,2 vs. 1,0 =
1,0) e na taxa de recuperagdo (2,9 £ 2,1% vs. 2,9 = 2,9%) de estruturas embrionarias entre os tratamentos para
indugdo de ovulagdo tinica e de multipla ovulagdo (P > 0,05).

Outra observacdo pertinente diz respeito a movimentagdo ciliar. Verificou-se que o horménio E,, in
vitro, ndo influenciou na movimentacdo dos cilios das células endoteliais das trés por¢des do oviduto
(infundibulo, ampola e istmo). Dessa forma, considerando-se apenas a movimentacdo ciliar nas por¢des do
infundibulo ¢ da ampola, esse hormdnio ndo prejudicaria o transporte dos oocitos do foliculo em colapso a
regido da fecundac@o.

E possivel que as elevadas concentragdes de E, exercam maior influéncia sobre o processo de captagio
e transporte do CCO da superficie do foliculo em colapso para o interior do infundibulo do que quando esse
processo ocorre através do infundibulo para a ampola do oviduto de bufalas.

Nas condigdes de realizagdo dos presentes estudos, foram verificadas algumas provaveis causas para a
baixa taxa de recuperacdo de estruturas embrionarias de bufalas submetidas aos protocolos de MOET. Sao elas:

e 0 maior numero de foliculos anovulatorios verificado nas bufalas superovuladas em relacdo as fémeas
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bovinas submetidas a0 mesmo tratamento;
e a mais rigida ligacdo entre o ovario e o mesovario das bufalas em relagdo a ligagdo dessas estruturas nas
bovinas;
e a maior espessura da musculatura lisa da por¢do do infundibulo do oviduto das bufalas em relacdo ao das
bovinas.
Novos estudos serdo necessarios para verificar se a melhoria na qualidade dos o6citos, o bloqueio dos
receptores a—adrenérgicos do oviduto e/ou a diminui¢do da propor¢do E,/P4 podem proporcionar maior taxa de
recuperacdo de estruturas embriondrias na espécie bubalina submetida ao protocolo de MOET.

Conclusoes

e A baixa taxa de recuperacdo de odcitos verificada nas bufalas superovuladas ndo ¢ ocasionada por
diferencas na morfometria dos sistemas genitais entre as espécies bubalinas e bovinas com ovulagdes Unicas
ou multiplas.

e A musculatura lisa do oviduto ¢ mais espessa nas bufalas superovuladas que nas bovinas submetidas ao
mesmo tratamento.

e A direcdo dos movimentos ciliares das células endoteliais dos ovidutos — verificada pelo deslocamento de
microesferas colocadas sobre a superficie luminal do 6rgdo — de fémeas bubalinas e bovinas ndo ¢
influenciada pela presenca de E, no meio de cultura.

e O transporte in vitro de oocitos pelo oviduto de fémeas bubalinas ou bovinas ndo ¢ influenciado pela espécie
do gameta feminino inserido nesse 6rgdo ou pela presenca de E, no meio de cultura.

e A taxa de recuperagdo de estruturas embrionarias de fémeas bubalinas e bovinas ndo ¢ influenciada pela
espécie do gameta feminino inserido in vivo no oviduto desses animais ou pelo tratamento de indugdo de
ovulagdes unicas ou multiplas a que essas fémeas foram submetidas.
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