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RESUMO

RAMOS, A. S. Producéo in vitro de embrides bubalinos na ilha do Marajo. Belém,
2022. 62f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria, Campus Castanhal, Universidade Federal do Para- UFPA, 2022,

Visando estudar biotécnicas reprodutivas que possam melhorar a producdo embrides in
vitro na Amazbnia. O experimento objetivou analisar os efeitos dos niveis
pluviométricos, sémen utilizado, crioprotetores (diluidores) de sémen, presenca do
foliculo dominante e corpo luteo sobre a quantidade e qualidade de odcitos e na taxa de
embrides. O experimento foi realizado na fazenda Paraiso no municipio de Cachoeira do
Arari, Ilha do Marajo - PA, durante de um ano. Foliculos com didmetro acima de 4,0 mm
foram obtidos pela técnica de aspiracdo folicular — Ovum Pick-up (OPU), guiada por
ultrassonografia. Foram selecionadas 40 bufalas para OPU e trés reprodutores para
colheita seminal, todos da raca Murrah e em idade reprodutiva. Para criopreservagéo
foram testados os diluidores BotuBov® e o Tes-Tris. Os complexos cumulus oophorus
(CCOs) foram processados no Laboratério de Producdo in vitro da Escola de Ensino
Técnico do Estado do Pard (EETEPA). Os melhores (CCOs) foram maturados,
fertilizados e cultivados in vitro, apos seis dias, os embrides foram qualificados e
quantificados, usando a técnica desenvolvida pelo laboratorio de FIV da UFPA. O
diluidor BotuBov® foi o diluidor usado na PIVE por apresentar melhor motilidade
progressiva (p<0,05), (70,70% + 10,90%) em relacdo ao Tes- Tris (60,42% +6,00%). N&do
houve diferenca estatistica (p> 0,05) nas médias e desvio padrdo dos foliculos total
aspirados, (11,75+5,23), de foliculos aspirados por animal (11,23+1,39), de CCOs
rastreados total (10,5+61,65) e de CCOs rastreados por animal (5,96+1,56) entre a estacao
chuvosa e a menos chuvosa (foliculos totais aspirados 12,47+4,86, foliculos aspirados por
animal 11,74+1,04, CCOs rastreados total 118,5+12,02 e CCOs rastreados por animal
7,27+0,83) respectivamente. Assim como, nao houve diferenca significativa (p>0,05) na
presenca do corpo luteo e de foliculos dominantes e do escore de condigdo corporal
(ECC). Nas taxas de embrides, também ndo houve diferenca estatistica (p>0,05), entre
estacbes mais chuvosa (25,25% +0,64%) e menos chuvosa (19,37% +14,06%),
respectivamente. Nao verificamos diferencas estatisticas nas taxas de embrides, (p>0,05)
em relacéo ao sémen utilizados (59,33% +22,27%, 38,29% +20,35% 54,17% +31,55%).
Desta forma, concluimos que as variaveis estudadas ndo influenciaram na producdo de
embrides.

Palavras chave: bdfalas, producdo de embrides, arquipélago marajoara.



ABSTRACT

RAMOS, A. S. In vitro production of buffalo embryos on the island of Marajo.
Belém, 2022. 62f. Dissertation (Master’s) — Faculty of Veterinary Medicine, Federal
University of Para, 2022.

Aiming to study reproductive biotechniques that can improve in vitro embryo production
in the Amazon. The experiment aimed to analyze the effects of rainfall levels, semen
used, cryoprotectants (diluters) of semen, presence of the dominant follicle and corpus
luteum on the quantity and quality of oocytes and on the rate of embryos The experiment
was carried out on the Paraiso farm in the municipality of Cachoeira do Arari, Ilha do
Marajo - PA, for one year. Follicles with a diameter greater than 4.0 mm were obtained
by the technique of follicular aspiration — Ovum Pick-up (OPU), guided by ultrasound.
Forty buffaloes were selected for OPU and three sires for seminal collection, all of the
Murrah breed and of reproductive age. For cryopreservation, the BotuBov® and Tes-Tris
extenders were tested. The cumulus oophorus complexes (CCOs) were processed in the
in vitro production laboratory of the Escola de Ensino Técnico do Estado do Para
(EETEPA). The best ones (CCOs) were matured, fertilized and cultured in vitro, after six
days, the embryos were qualified and quantified, using the technique developed by the
FIV laboratory at UFPA. The BotuBov® extender was the extender used in the PIVE for
presenting better progressive motility (p<0,05) (70,70% £ 10,90%) in relation to the Tes-
Tris (60,42%6,00%). There was no statistical difference (p>0,05) in the means and
standard deviation of total aspirated follicles (11,75+5,23), of aspirated follicles per
animal (11,23+1,39), of total screened COCs (10,5+61,65) and of CCOs tracked per
animal (5,96x1,56) between the rainy and less rainy seasons (total follicles aspirated
12,47+4,86, follicles aspirated per animal 11,74 +1,04, total screened CCOs 118,5+£12,02
and screened CCOs per animal 7,27+0,83) respectively. Likewise, there was no
significant difference (p>0,05) in the presence of the corpus luteum and dominant
follicles and in the body condition score (ECC). In terms of embryos, there was also no
statistical difference (p>0,05), between the rainiest (25,25% +0,64%) and less rainy
seasons (19,37% +14,06%), respectively. We did not find statistical differences in
embryo rates (p>0,05) in relation to the semen used (59,33% +22,27%, 38,29% +20,35%
54,17% £31,55%). Thus, we concluded that the variables studied did not influence the
production of embryos.

Keywords: buffaloes, embryo production, marajoara archipelago.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2019),
o Pard lidera na producédo bubalina e concentra o maior rebanho do Brasil, com 38,13%
da producéo nacional. Os dados demonstram que das 1.434.141 cabecas produzidas no
Brasil, 546.777 estdo presentes do Para (representando um ganho de 5,34% em relacdo
ao ano de 2018), sendo a regido da llha do Marajo responsavel pelo maior quantitativo
do rebanho. Os municipios de Chaves (32,09%), Soure (15,41%) e Cachoeira do Arari
(8,15%) sdo os que mais se destacam no segmento. Com a crescente expansao do
agronegocio, diversas técnicas de reproducdo assistida (TRAS) tém sido empregadas e
adaptadas com a finalidade de maximizar a producéo e sendo utilizadas de maneira mais
abrangente em animais de alto valor produtivo, oriundos tanto de material genético
masculino (sémen congelado), quanto de material genético feminino (superovulacéo,
transferéncia de embrides e producdo in vitro de embrides), aumentando a velocidade de
selecdo genética do rebanho bubalino.

Segundo Shahzad et al., (2020), a importancia da espécie bubalina esta
diretamente ligada ao fato de que ela suporta quase 13% da demanda mundial de leite,
assim também como é uma importante fonte de carne e produtos lacteos. Impulsionando,
desta forma, a economia de inimeros paises em desenvolvimento e consequentemente
levando ao aumento da produtividade pecuarista através de TRAS, que tem por finalidade
melhorar a genética animal.

Por outro lado, a técnica pioneira na multiplicacdo de material genético materno
foi a transferéncia de embrides (TE), primeiramente relatada em coelhos em 1891 por
Heape. Em bovinos, no entanto, uma maior difusdo ocorreu a partir da década de 70
qguando a abordagem deixou de ser cirdrgica (BALL & PETERS, 2004). Porém, em
bubalinos, a eficiéncia da técnica de TE é inferior em compara¢do aos bovinos visto que
em bubalino sdo recuperadas poucas estruturas embrionérias, geralmente de baixa
qualidade, mesmo quando a resposta superovulatoria é satisfatoria (BARUSELLI et al.,
2007; CAMPANILE et al., 2010).

Portanto, devido ao insucesso na transferéncia de embribes (TE) em bubalinos a
técnica de Producdo in vitro de Embrido (PIVE) tornou-se uma ferramenta mais viavel,
permitindo deste modo, a difusdo do material genético materno de fémeas bubalina de
alta produgdo. Inimeros sdo os fatores que influenciam a PIVE em bubalino e para o

sucesso de um programa de natureza comercial sdo considerados alguns fatores



imprescindiveis: quantidade e qualidade dos odcitos (fatores genéticos, nutricionais),
selecdo das doadoras de odcitos (animais com alta producéo de carne ou leite e com maior
populacéo folicular), meios de cultivo de odcitos/embrides (estudos em metabolismo de
proteinas, lipidios, anti-oxidantes), manejo e nutricao animal, como deficiéncias minerais,
energéticas, estresse térmico, entre outros (OHASHI et al., 2017).

Saliba et al., (2013) e Ohashi et al. (2017), relataram alta taxa de blastocistos,
sendo observada uma grande variagdo individual nas doadoras e também entre touros
utilizados como doadores de sémen, demonstrando a necessidade da selecdo prévia da
doadora e do touro para um bom resultado no processo de PIVE.

Ohashi et al. (2017) e Marin et al. (2019), trabalhando com doadoras selecionadas
através do tamanho do ovério, quantidade de populacao folicular, comparado animais
fémeas com alta e baixa populacdo folicular obtiveram excelentes resultados
demonstrando que ¢é possivel aumentar a producéo de embrides bubalinos, porém existe
a necessidade de selecdo das doadoras para essas caracteristicas.

Devido & grande variabilidade de resultados encontrados na literatura, existe a
necessidade de mais estudos que visem aumentar a eficiéncia das técnicas de congelacéo
seminal (escolha dos melhores touros e melhores diluidores) e PIVE em bubalinos com o
intuito de elevar a producéo de leite e de carne, por meio da difusdo mais rapida e eficiente
de material genético de alto valor zootécnico e de difundir entre os pequenos produtores
material genético, que estes ndo poderiam ter acesso devido ao elevado custo.

E para se tentar alcancar tais metas, o presente trabalho teve como objetivo
verificar se as variaveis: perfil pluviométrico regional, condi¢cdo corporal das doadoras,
sémen, presenca do corpo luteo e do maior foliculo, influenciariam nas taxas de embrides

produzidos em bufalos do Marajo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Viabilizar a producéo in vitro de embrides (PIVE) em bufalas na ilha do Marajo.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da concentracdo pluviométrica regional na quantidade e qualidade
das aspiragdes foliculares;

Avaliar a influéncia do escore de condi¢do corporal (ECC) na quantidade de
foliculos e odcitos aspirados;

Definir a existéncia de uma estacdo favoravel ou desfavoravel nas taxas de
embrides;

Avaliar a influéncia do corpo liteo na quantidade e qualidade de foliculos e
odcitos aspirados;

Avaliar a interferéncia do foliculo dominante na quantidade de foliculos e odcitos
aspirados;

Verificar a contribuicdo do sémen nas taxas de embrides.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FATORES QUE INFLUENCIAM NA ATIVIDADE REPRODUTIVA

Os bufalos (Bubalus bubalis) sdo animais que possuem seu periodo reprodutivo
influenciado pela sazonalidade, clima, temperatura, alimentacdo e genética. Entretanto,
esse ultimo fator ndo consegue exercer tanto impacto no ciclo estral desses animais,
quanto os aspectos ambientais (ZICARELLI, 1994). Além disso, varia¢fes na latitude
também podem interferir no comportamento reprodutivo dos bubalinos (VALE E
RIBEIRO, 2005).

3.1.1. Sazonalidade

Apesar de ter a fisiologia reprodutiva semelhante a do bovino, a fémea bubalina,
possui uma particularidade que afeta a dindmica do seu eixo hipotalamico — hipofisario-
gonadal. Torres et al., (2018), afirmou que o budfalo, por ser um animal poliéstrico
estacional de dias curtos, possui a sintese e a liberacdo dos horménios reprodutivos
modulados conforme as variagdes de luminosidade ao longo do ano, fazendo com que a
bufala entre em seu periodo reprodutivo quando os dias ficam mais curtos e as horas de
luz diminuem. No entanto, na zona equatorial e em regides com latitude mais baixas 0s
bufalos se comportam como poliéstricos continuos com cios regulares de duragdo de 21
dias, em média, que podem variar dependendo do manejo, clima, alimentacédo e genética.

Phogat et al., (2016), afirmou que essa caracteristica fotoperiddica tem relacdo
com a melatonina. Esse hormonio é liberado quando a retina captura a informacéo de luz
e envia um sinal para a glandula pineal que secreta essa substancia para informar ao
sistema reprodutor a duracdo da noite, sendo que ela mantém seus niveis elevados em
periodos de baixa luminosidade. Além disso, a melatonina regula a liberacdo da
tireotrofina, horménio glicoproteico que se liga as regides do hipotalamo responsaveis
por produzir e secretar o hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) que modula, dessa
maneira, a secrecdo das gonadotrofinas e a atividade ovariana dos bubalinos. Gasparrini
(2019), afirma que ndo apenas o fotoperiodo, mas também fatores ambientais e
nutricionais afetam diretamente o desempenho reprodutivo das bufalas, refletindo nos

resultados da taxa de prenhez.



Nos machos, de acordo com Torres et al., (2018), o fotoperiodo diminui a libido
e modifica a qualidade e volume do ejaculado. A melatonina age diretamente sobre os
testiculos, espermatozoides e plasma seminal (CASAO et al., 2010). Ela atua aumentando
a motilidade espermatica, diminuindo as alteracdes apoptoticas e estimulando a atividade
de enzimas antioxidantes que eliminam radicais livres do plasma seminal e equilibram o

ejaculado.

3.1.2. Clima

Os bufalos (Bubalus bubalis) sdo animais homeotérmicos, logo conseguem
regular a sua temperatura corporal. Contudo sdo muito sensiveis a radiagdo solar e altas
temperaturas (DE SOUZA JUNIOR et al., 2008). A epiderme desses animais, &€ mais
espessa se comparada com a dos bovinos e apresenta tonalidade escura por conta da
elevada quantidade de melanina (FAO, 1991). Essa caracteristica protege o animal contra
a radiacdo ultravioleta do sol, mas dificulta a perda de calor para o ambiente. Além disso,
os bubalinos possuem reduzida quantidade de pelos distribuidos pelo corpo na forma de
tufos que, com o passar do tempo, vao reduzindo ainda mais. Esse aspecto favorece a
dissipacéo de calor por ndo formar uma camada isolante, mas torna o animal vulneravel
as radiacdes infravermelhas que séo absorvidas com mais intensidade pela sua pele escura
(DE SOUZA JUNIOR et al., 2008).

Nota-se, portanto, que o bufalo é um animal que pode se adaptar a temperaturas
elevadas, mas que ainda sofre com os efeitos do estresse térmico principalmente no
aspecto reprodutivo. Na dinamica folicular, o calor é responsavel por reduzir o diametro
do foliculo dominante e causar uma desordem no ciclo estral da bufala. I1sso porque a
relacdo de dominancia é alterada e a regressdo de foliculos subordinados € atrasada
(GARCIA, 2013). Além disso, a PIVE também ¢ afetada pela elevada temperatura, pois
esse fator reduz a qualidade oocitéria e, consequentemente, dificulta o processo de
fecundacdo e desenvolvimento do embrido (PAES et al., 2015).

Desta forma, o clima esta diretamente ligado ao manejo alimentar dos bubalinos,
pois o periodo das aguas e o periodo da seca estdo relacionados com a disponibilidade de
forragem. O periodo das aguas é caracterizado pelo elevado calor e umidade, fatores esses
que favorecem o crescimento de pastagens com alto valor nutritivo para o animal

(PAULA et al., 2020). No periodo seco isso ndo ocorre, a baixa quantidade de agua afeta



0 crescimento das pastagens e a qualidade nutricional das folhas, ocasionando uma queda
no ECC dos animais e afetando o desempenho reprodutivo dos mesmos
(NABINGER,1997).

No Marajo as chuvas sdo persistentes e a divisdo entre esses dois periodos é
marcada pela diminuicdo desse fendmeno natural. Sendo, o tempo das &guas
compreendido entre dezembro a maio e o periodo seco entre junho a novembro. O indice
pluviométrico nessa regido varia de 2500 mm a 4000 mm de chuva (LIMA, 2005). Devido
a esta caracteristica singular do arquipélago marajoara, 0s rebanhos bubalinos criados
nessa localidade conseguem manter o ECC durante o ano todo, sofrendo apenas pequenas

varia¢Bes durante o periodo de seca.

3.1.3. Nutricao

Nas regides de baixa latitude e em que o fotoperiodo € constante, a alimentacao é
o principal fator que influencia na sazonalidade reprodutiva dos bubalinos. A baixa
disponibilidade e qualidade de forragem faz com que esses animais passem a ter um gasto
energético superior ao ganho de calorias, chamado balango energético negativo, que afeta
de modo danoso os aspectos reprodutivos dos bufalos (VALE, 2007).

O balango energético negativo (BEN) faz com que haja a perda do ECC. Além
disso, ocasiona um desequilibrio metabdlico prejudicial para a reproducdo, como: a
hipoglicemia, elevacdo da concentracdo dos horménios de crescimento e alteracdo nos
niveis de acidos graxos (FILHO, 2010). Todos esses fatores proporcionam mudancas na
dindmica folicular, no tamanho do foliculo, na qualidade oocitéaria, atrasam a ovulacéo e
prejudicam o desenvolvimento folicular (WADE & JONES, 2004).

Portanto, o metabolismo peculiar desta espécie quando submetida a condi¢Ges que
ndo favorecem a categoria de doadoras, raca, estado metabolico, idade, condi¢Ges
climéticas e nutricionais podem ser associadas a resultados de complexos cumulus
oophorus (CCOs) com qualidade inferior e consequente reducao na taxa de fertilidade e
de nimero de embrides (ARMSTRONG et al., 2001; WALSH et al., 2010; SENEDA et
al., 2020).
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3.2. OPUE PIVE EM BUFALAS

A associacdo de biotecnologias como a OPU e PIVE buscam otimizar a producgéo
de embrides em doadoras bubalinas selecionadas com o objetivo de melhoramento
genético por meio de uma linhagem feminina (BONI et al., 1994; GASPARRINI, 2002;
BARUSELLLI et al., 2020). Todavia, alguns fatores importantes limitam o uso nesta
espécie, como fatores intrinsecos: estado ovariano e uterino, nimero reduzido de
foliculos, a sazonalidade do odcito, qualidade e competéncia de desenvolvimento do
mesmo, reduzida quantidade de numero de COCs que podem ser recuperados por oVario,
diametro folicular, estado nutricional, categoria animal, sémen (touro) (GASPARRINI,
2002; OHASHI et al., 2003; GIMENES, 2010; DI FRANCISCO et al., 2012;
BALDRIGHI et al., 2014; BARUSELLI et al., 2018; BARUSELLI et al., 2020).

Assim como, por fatores extrinsecos: frequéncia de aspiracdo; comprimento e
diametro do bisel da agulha de puncéo, a pressdo de vacuo da bomba de aspiracéo, pois a
pressdo pode comprometer a qualidade dos odcitos bubalinos, visto que a adesdo das
células do cumulus a zona pellcida parece ndo ser tdo forte como nos bovinos (BONI,
1994; DE CARVALHO et al., 2019; SAGHEER et al., 2020).

Para tentar tornar a PIVE uma técnica eficiente, h4 a necessidade de
aperfeicoamento em suas diferentes etapas, sendo o fator primordial a elaboracdo de
meios mais adequados e especificos para os processos de cultivo dos gametas e embries
e de capacitacdo espermaética (fundamental para o sucesso da fertilizacdo). Selecdo de
animais que estejam em boas condi¢Ges de manejo nutricional e sanitario séo fatores que
podem aprimorar e tornar esta biotécnica eficiente de uma forma que a associacdo de
OPU com PIVE possa representar uma nova alternativa para a exploracdo da genética na
espécie bubalina (OHASHI et al., 2006; MELLO et al., 2018; BARUSELLI et al., 2020).

3.3. TAXA DE RECUPERACAO OOCITARIA EM BUFALAS

Nos ultimos anos a PIVE em bubalinos passou por importantes modificacoes,
conseguindo se aplicar a nivel comercial. Entretanto, apesar das limitacGes,
principalmente quando se trata em baixa funcéo das taxas de producdo dos embrides por
doadora aspirada implicando diretamente no custo da prenhez (cerca de 3 a 4 vezes maior

que em bovino zebuino), demonstra que ainda é frequente as restri¢cdes desta biotecnica



(OHASHI et al. 2017). Porém, ainda permitem uma vantagem ha longo prazo, por ser
uma atividade reprodutiva que pode ser repetida durante longo periodo de tempo
possibilitando, desta maneira, um maior rendimento em relacdo a taxa embrionéria das
doadoras (LIANG et al., 2007; NEGLIA et al., 2011; PETROVAS et al., 2020).

Apesar da melhoria dos sistemas de producdo de embrides nos ultimos anos, a
maior limitacdo para aplicagdo da técnica de OPU, seguida da PIVE em bubalinos tem
sido a baixa taxa de recuperacdo de odcitos viaveis. Independentemente do método de
coleta, o nimero de od6citos viaveis recuperados dificilmente ultrapassa duas estruturas
por animal em bubalinos, fazendo com que este se torne um grande limitante para o
processo de PIVE em larga escala nestes animais (DI FRANCESCO et al., 2012).

Outro fator que pode influenciar na qualidade e na competéncia oocitaria é a fase
do crescimento folicular durante a recuperacdo do odcito. Assim como o tamanho do
foliculo antral, no momento da aspiracao, também podem melhorar os resultados da PIVE
por aumentarem o nimero de odcitos disponiveis, os autores afirmaram que esta melhora
ocorre quando foliculos < 4 mm predominam (SIRARD et al., 1999; SENEDA et al.,
2005; SENEDA et al., 2020).

Porém, ao se comparar o nimero de foliculos recrutado por onda folicular nos
bovinos e bubalinos, nota-se que o nimero é menor em bufalos (BARUSELLI et al.,
1997; GIMESES et al., 2010; CAMPANILE et al., 2010). Estudos indicam que o0 nimero
de foliculos primordiais pode variar de 10.000 a 12.000, sendo em torno de 10 vezes
menor quando comparado com os bovinos (DANELL, 1987; MANIK et al., 2002). Tais
fatores podem limitar o uso de TRAs e uma melhor compreensdo da dinamica folicular e
da manipulagdo do ciclo estral é de fundamental importancia para o desenvolvimento e
melhoria dos resultados em OPU-PIVE para a espécie (BARUSELLI et al., 2020).

Alguns fatores extrinsecos como a pressdo da aspiracdo, o tempo de coleta e
processamento, a temperatura de transporte até o laboratério pode afetar a qualidade dos
CCOs na OPU. A alta incidéncia de atresia (PALTA & CHAUHAN, 1998), o reduzido
namero de foliculos primordiais (DANELL, 1987) e antrais (NEGLIA et al., 2011) e a
baixa qualidade dos o6citos recuperados sdo 0s principais motivos em bubalinos para
recuperacdo de reduzido numero de estruturas utilizaveis no procedimento de PIVE.
Essas caracteristicas tém como consequéncia uma menor taxa de blastocisto e menor taxa
de prenhez por aspiracao folicular/doadora resultando na elevacdo do custo da gestacédo
na espécie (GASPARRINI et al., 2014).



3.4. INFLUENCIA DO CORPO LUTEO (CL) NA OPU

A principal estrutura ovariana, que pode ser usada para classificar a fase do ciclo
estral de uma fémea bovina é o CL, responsavel pela liberacdo de progesterona (P4) que
pode corresponder a uma fase do ciclo estral ou a gestacdo (PENITENTE-FILHO et al.,
2014), afetando a funcdo ovariana e o crescimento folicular, e, consequentemente,
interferindo na quantidade e qualidade de odcitos para PIVE (PFEIFER et al., 2012).

Se ndo houver fertilizacdo, ocorrerd a regressdo do corpo lGteo, permitindo a
maturacdo de outros foliculos ovarianos. A medida que ocorre degeneracio celular, o
orgdo diminui de tamanho, e passa a ser corpo albicans. Na fase de regressao em fémeas
bubalinas, o peso do corpo Iuteo diminui um terco e o peso do corpo albicans equivale a
um quarto do corpo luteo maduro (EL-SHEIKH et al., 1967).

A presenca ou auséncia do CL na superficie ovariana tém se mostrado um critério
de selecdo macroscopico para recuperacdo de odcitos em bubalinos (EL-NABY et al.,
2013) devido ao tamanho em que preenche grande parte do ovario. Contudo, os resultados
com relacdo a influéncia do CL sobre a qualidade oocitaria ainda sdo controversos
(PENITENTE-FILHO et al., 2015), enquanto que os ovarios de bovinos com e sem CL
do mesmo animal ndo apresentaram diferencas com relacdo a parametros de recuperagéo

e qualidade oocitaria por morfologia convencional (SANTOS et al., 2017).

3.5. INFLUENCIA DO FOLICULO DOMINANTE NA OPU

O primeiro trabalho relacionado a dinamica folicular durante o ciclo estral em
bafalas foi realizado por Singh et al., (1984), que observaram a presenca de estruturas
ovarianas durante o ciclo estral em novilhas da raca Surti (MELLO et al., 2018). Um dos
fatores que influenciam diretamente a quantidade e qualidade de odcitos obtidos por
sessdo de aspiracdo e, consequentemente, a competéncia para producdo embrionaria, é a
fase do ciclo estral (MERTON et al., 2003; VASSENA et al., 2003). O estudo da
dindmica folicular nos diferentes momentos do ciclo estral pode ajudar a elucidar
fendmenos envolvidos com procedimentos de sincronizacdo do ciclo estral e ovulago,
assim como na resposta ovariana de bufalas super ovuladas, colaborando para o aumento
da fertilidade (SIQUEIRA et al., 2009).



O desenvolvimento folicular de fémeas bovinas € realizado por meio de ondas
foliculares. Em vacas é descrito a existéncia de trés ondas de desenvolvimento folicular
por ciclo. Todavia, isto ndo é uma regra, haja vista, que algumas fémeas apresentam
apenas duas ondas, enquanto outras apresentam quatro ondas (NOSEIR, 2003). Ao
contrario da raca bovina zebuina, as bufalas apresentam um foliculo ovariano inferior que
de bovinos (~19.000 vs ~150.000, para bufalos e bovinos espécies respectivamente)
(DANELL, 1987; SANTOS et al., 2013) e um numero menor de foliculos em cada onda
de crescimento folicular (cerca de 5 -8) (BARUSELLI et al., 1997). Como consequéncia,
a taxa de recuperagdo oocitaria alcancadas pela OPU sdo geralmente mais baixas em
bafalo (cerca de 14 vs 37 odcitos/animal para bufalo e espécie bovina, respectivamente
(GIMENES, 2010).

Em bubalinos (MANJUNATHA et al., 2007) verificou-se que um foliculo
dominante é capaz de exercer efeitos negativos sobre foliculos subordinados, como
atresia folicular, e, consequentemente, sobre a qualidade dos odcitos contidos nesses
foliculos. Porém, Vassena et al., (2003), demonstraram que € desejavel que o0s 006citos
colhidos por OPU sejam provenientes de foliculos em estagio inicial de atresia, uma vez
que as alteracBes produzidas nestes sdo semelhantes as observadas no momento da

ovulagéo.

3.6. INFLUENCIA DOS MEIOS DE CULTURA NA PIVE EM BUFALAS

O ponto primordial na qualidade embrionaria durante a PIVE é associado ao meio
utilizado, o qual vai interferir como mimetizacao da tuba uterina da fémea (MANTIKOU
et al., 2013). Ndo é um processo simples um embrido se desenvolver até o estagio de
blastocisto, se implantar e gerar uma prole saudavel (SIRAD et al., 2006). A
embriogénese comeca ap0s a fertilizacdo, quando a entrada do espermatozoide no oécito
desencadeia o inicio de desenvolvimento que foi programado durante a ovogénese
(TELFORD et al., 1990).

Para 0 sucesso na preparacdo do cultivo in vitro, € extremamente necessario que
as composicOes dos meios usados artificialmente sejam similares ao ambiente e aos
fluidos do Utero e do oviduto de uma vaca durante o inicio de uma gestacéo, sendo um
dos pontos mais importantes para o desenvolvimento embrionario, que é dependente do

suporte a nutricdo celular, na relevancia que os nutrientes, pH, hormdnios e oxigénio



devem estar presentes nas mesmas quantidades ou aproximadas do ambiente uterino
(FIGUEIREDO et al., 1997).

O meio mais utilizado atualmente para a etapa do cultivo in vitro é o fluido
sintético de oviduto (SOF), suplementado com proteinas, substancias energéticas,
aminoacidos essenciais e ndo essenciais. Em geral, os meios utilizados para o cultivo
embrionario sdo suplementados com uma fonte proteica tal como soro fetal bovino (SFB),
soro sintético quimicamente definido (SSS), e albumina sérica bovina (BSA) (HOLM et
al., 1999).

Algumas linhas de pesquisa em PIVE de bubalinos buscam o enriquecimento do
meio de cultivo com antioxidantes para melhorar a producgéo de blastocistos (ANAND et
al., 2008; SINGHAL et al., 2009), sendo relatadas taxas entre 7,7 a 30,9%. Porém, devido
ainda ser utilizado o mesmo protocolo de PIVE de bovinos na espécie bubalina, as taxas
de blastocisto e taxas de prenhez tornam-se ainda mais baixas, fato que podes ser
explicado devido a ndo utilizacdo de um protocolo especifico para espécie e que consiga
suprir todas as caracteristicas da mesma (MARIN et al., 2019). Tronando-se necessario
aprofundar mais o conhecimento sobre as particularidades da bufala para se alcancar
resultados mais apropriados e estaveis.

As etapas da PIVE também sofrem variagdes, durante a maturacéo in vitro (MIV)
apenas 5% dos odcitos chegarem a fase final de crescimento embrionério e o principal
fator que pode impedir este desenvolvimento é o estresse oxidativo, o que pode ser
causado pela maior tensdo atmosférica de oxigénio (20%) que aumenta a producdo de
radicais livres de oxigénio (ROS), causando alteragdes celulares como dano mitocondrial,
reducdo de ATP, dano de DNA, ruptura da membrana devido a peroxidacao lipidica e
apoptose (ABSALON-MEDINA et al., 2014; SHAHZAD et al., 2020).

Portanto, o fornecimento de condi¢fes ideais, com o intuito de conseguir um
metabolismo celular mais parecido com o encontrado nos gametas in vivo, tem sido o
objetivo de diversas pesquisas que tentam identificar alteracbes e comportamentos
metabolicos que podem afetar diretamente a viabilidade dos CCO’s durante a MIV
(SHAHZAD et al., 2020; ABSALON-MEDINA et al., 2014). Contudo, ja se sabe que a
maturacdo em baixa tensdo de oxigénio (5%) melhora a qualidade do odcitos bovinos e
também o desenvolvimento de blastocistos (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010).



3.7. TAXA DE EMBRIOES EM BUFALAS NA PIVE

Ocorreu nos anos recentes um aumento de forma exponencial no nimero de
embrides oriundos da PIVE, fazendo com que, pela primeira vez, o nmero de embrides
desta biotécnica seja significativamente maior em comparagdo com o0 ndmero de
embrides produzidos in vivo em todo o mundo (IETS, 2017; SENEDA et al., 2020).

A primeira tentativa de associacdo de OPU-PIVE obtendo resultados
promissores foi realizada por Boni et al. em 1994 e a partir do primeiro nascimento de
bubalino por PIVE no Brasil (BARUSELLI & CARVALHO, 2005), foram realizadas
incontaveis publicacbes a cerca destas biotécnicas e demonstrando os efeitos que
diferentes protocolos e meios podem ocasionar sobre o desenvolvimento de odcitos e
embrides (OHASHI et al., 2006; MONDADORI et al., 2010; OBA & CAMARGOS,
2011; MELLO et al., 2018).

Publicacdes estas que trouxeram como resultados altas taxas de maturagdo
(80%), umas moderadas taxas de clivagem (50%) e taxas baixas de formacao de embribes
(20%) das vacas doadoras bubalina (SURESH et al., 2009). Porém, os dados ainda séo
bastante contraditorios em relacéo a eficiéncia da técnica, demostrando a existéncia de
bons resultados enquanto outros ndo (SINGHAL et al., 2009; OBA & CAMARGOS,
2011; FERRAZ et al., 2008; KUMAR et al., 2015; BHARDWAJ et al., 2016; FU et al.,
2016; PEREIRA et al., 2016; OHASHI et al., 2017; MELLO et al., 2018).

Pesquisadores italianos confirmam a producao de um embrido por sesséo de OPU,
em coletas realizadas uma ou duas vezes por semana, ao longo do ano, apesar da
sazonalidade (GALLI et al., 2010). Ohashi et al., (2017) em programa reprodutivo, no
estado do Para, em 2003, realizou um estudo comparativo entre bovinos da raga nelore e
bubalinos mesticos, de modo que na espécie bubalina das 103 bdfalas aspiradas e com 20
sessdes de aspiracdo a producdo embrionaria se restringiu a um total de 19 embrides
produzidos (0,18 embrides/ bufala) e com resultado negativo para gestacéo.

Em estudos realizados por Marin et al., (2019), obtiveram uma alta variabilidade
individual na producdo de embrides (0-3,5 embrides/animal/OPU), sugerindo que as
condi¢cdes e meios de cultura utilizados atendem adequadamente as necessidades de
alguns individuos, mas podem ser insuficientes para atender as circunstancias particulares
de outros animais mantidos mesmo sob as mesmas condi¢cGes de manejo. Através da
selecdo das doadoras feita com referéncia a taxa média de producdo de embrides, foi
possivel aumentar a producdo media de embrides de 0,7/animal/OPU para 1,2



embrides/animal/OPU. Assim, a selecdo de individuos com base em taxas de producgéo
de blastocistos acima da média pode ser uma estratégia valida para aumentar as taxas de
producdo de embrides, tornando os programas de melhoramento genético nas espécies

bubalinas que utilizam a PIVE viavel como ferramenta.

3.8. INFLUENCIA DE DIFERENTES TOUROS NA PIVE

A escolha dos doadores de sémen assim como das matrizes apresenta papel
importante na selecdo de um bom touro para bons resultados na PIVE (OHASHI et al.,
2017). A qualidade desigual do sémen de bufalo € um importante fator de variacdo nos
resultados (GALLI et al., 2010). No entanto, nos Gltimos anos, a preparacdo de sémen
congelado aumentou, resultando em taxas de fertilizacdo in vitro (FIV) com niveis
semelhantes aos de bovinos. O perfil do macho bubalino deve ser avaliado para otimizar
a concentracdo espermatica necessaria durante a FIV, maximizar as taxas de fertilizacdo
(LU etal., 2007; LIANG et al., 2008).

Ferraz (2008), realizou um estudo comparativo entre diferentes touros utilizados
na PIVE, de forma que o sémen congelado de um mesmo touro e mesma partida fossem
analisados no processo, sendo avaliado o desempenho de dois touros neste estudo. A
andlise se deu a partir das taxas de clivagem e producdo embrionaria de cada reprodutor,
obtendo taxa de clivagem igual a 40% e producéo de 24 embrides a partir de 126 odcitos,
sendo 18 embrides do  reprodutor A e seis embribes do
reprodutor B, representando 28,6% e 9,1% (A=18/63 e B=6/ 66).
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4. MATERIAL E METODOS

41. LOCAL DOS EXPERIMENTOS

O projeto intitulado “Produgdo in vitro de embrides bubalinos” foi aprovado pela
comissdo de ética (CEAU N° 1351070918), através da Portaria N° 009/2020/ICB/UFPA,
cuja vigéncia foi de novembro de 2019 a dezembro de 2021 e utilizado como base para
pesquisa desenvolvida no Arquipélago do Marajo.

O local da OPU foi em uma fazenda localizada na llha do Marajé no Municipio
de Cachoeira do Arari (Fazenda Paraiso), a uma latitude 01°00'41" sul e longitude
48°57'48" oeste, estando a uma altitude de 20 metros do nivel do mar.

O laboratdrio de Fertilizagdo in vitro foi instalado Escola de Ensino Técnico do
Estado do Pard (EETEPA), localizada na Mesorregido do Marajé no municipio de

Salvaterra, distante 46 km da Fazenda Paraiso, local de realizacdo da PIVE.
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Figura 1. Localizago geogréfica da Fazenda Paraiso em Cachoeira do Arari e do Laboratério de Fertilizacdo in vitro
em Salvaterra, ambos pertencentes a Messoregido do Marajo.



4.2.  MANEJO SANITARIO E ALIMENTAR DOS ANIMAIS

As fémeas (doadoras e receptoras) e os machos (doadores de sémen) bubalinos
foram submetidos (as) a um controle sanitario rigoroso, com exames de tuberculose e
brucelose, além de vacinas para IBR, BVD, leptospirose e aplicacdo de antibidticos, a fim
de evitar a contaminagdo dos od6citos (gameta feminino) e aumentar a producdo de
embrides e a taxa de prenhez.

Os animais foram mantidos em sistema semiextensivo de confinamento (as
fémeas passam por ordenhas diarias e os machos ficam separados a campo), a alimentacéo
é por meio da disponibilidade de pastagem nativa e BRS Capiacu, racdo duas vezes ao
dia, com acesso a agua “ad libitum”, mineralizacdo adequada, além de suplementacao,

durante todo o ano.

Figura 2. BRS Capiacgu plantado para ser utilizado para producgdo de silagem; B: preparacao do Silo; C: Abertura do
primeiro Silo de BRS Capiagu, com assisténcia ATeG leite Parceria entre SENAR/FAEPA na Fazenda Cachoeira do
Arari no Marajé.

4.3. ASPIRACAO FOLICULAR (OPU) E PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES
(PIVE)

4.3.1. Selegdo das vacas doadoras de 06citos

A partir do banco de dados da Associacao Paraense e Criadores de Bubalinos, 200
vacas doadoras de odcitos foram pré-selecionadas a partir dos seguintes critérios: com
média de producdo de leite acima da média para 0 municipio, com adaptabilidade as
condicGes climéticas (termotolerantes e a0 mesmo tempo, produtivos). Apos esta selecao

as fémeas passaram por exame clinico e ginecoldgico para avaliacdo das caracteristicas



reprodutivas, através de palpacéo retal e ultrassonografia, onde foram selecionadas as que
apresentaram ovarios (acima de 2,5 cm de comprimento x 1,5 cm de largura) e populacéo
folicular acima da media do rebanho (com foliculos antrais acima de dez por ovério). Ao
final da avaliacdo, foram selecionadas 40 fémeas doadoras de odcitos, com idade entre

trés a seis anos e peso corporal médio de 500 Kg.

4.3.2. Aspiracéo folicular - Ovum pick-up (OPU)

As sessdes de OPU foram realizadas com aparelho portétil de ultrassom equipado
com transdutor endocavitario micro convexo de 5,0 mHz, adaptada a uma guia de biopsia
para aspirar os foliculos e conectado uma agulha descartavel de 18G (40x08) e linha de
aspiracdo de teflon de 1,7 mm de didmetro interno e 80 cm de comprimento, conectados
aum recipiente para coleta de odcitos (tubos conicos de centrifuga de 50 ml). Esse sistema
foi acoplado a uma bomba de vacuo portatil, calibrada e regulada com pressdo negativa
de 50 mmHg.

No momento da aspiracdo, apds a contencdo da vaca bubalina em brete
apropriado, foi administrado a anestesia epidural com cloridrato de lidocaina 1%
administrando 2,0 a 3,0 ml entre a Gltima vértebra coccigea e a primeira vértebra caudal.

Apds anestesia e higienizacao da genitalia externa do animal, o braco do operador
foi mantido posicionado no reto do animal evitando assim a entrada de ar pela ampola
retal, que dificultaria o processo de aspiragdo. Com isso o ovério foi palpado, isolado e
separado de outros tecidos para evitar perfuracdo acidental, logo apds isso o transdutor
foi introduzido na vagina até alcancar o fundo do saco vaginal ao lado correspondente ao
ovario acessado. Por meio da palpacao transretal o ovario foi colocado na mesma direcéo
do transdutor para que os foliculos fossem visualizados pelo ultrassom e puncionados por
meio da agulha. Sendo acionada a pressdo negativa a vacuo para aspirar todos os foliculos
visiveis. Ao término de cada aspiracao o tubo coletor foi trocado e enviado ao laboratério

para realizacdo do rastreio e selecdo dos gametas viaveis.

4.3.3. Recuperacdo e selecdo dos complexos cumulus oophorus (CCOs)

Apos a aspiragédo, os tubos de polipropileno foram encaminhados ao laboratério
local e o aspirado folicular foi depositado em copos coletores para serem submetidos a



sucessivas lavagens com solucdo salina fosfatada tamponada (PSB) para remocdo
principalmente do sangue e de possiveis contaminantes. Em seguida o material foi
depositado em placas de petri de poliestireno (60mm) para rastreio e sele¢do dos. CCOs,
onde foram selecionados os que apresentaram células compactas e refringentes,
citoplasma homogéneo e sem vacuolos ou granulos escurecidos. Este procedimento
realizou-se com auxilio de estereomicroscdpio e sob fluxo laminar e os CCOs foram
selecionados em Meio de cultura de TCM199 (tamp&o Hepes) acrescido 10% de SFB

(v/v), 22g/mL de piruvato e 50g/mL de gentamicina.

Figura 3. A: Rastreamento; B: selecdo dos CCOs realizado com auxilio de lupa estereomicroscopica; C: 0s
CCOs foram incubados, em gotas de 100uL de meio de MIV em placas de petri de 35 mm sob 6leo mineral
estéril.

4.3.4. Maturacao in vitro (MIV)

Para a MIV os CCOs selecionados foram lavados e incubados em gotas de 100uL
de meio de BOTUFIV MIV® (BOTUPHARMA), suplementado com 10% SFB (v/v). A
incubacéo foi feita em placas de petri de 35mm de poliestireno em microgotas, sob dleo
mineral estéril, por um periodo de 20 horas, em estufa de cultivo de baixa tensdo de O
(Labmix®): com 5% de CO», 5% de Oz e 75% de N2 sob atmosfera Umida e temperatura
de 38,5 °C.



4.3.5. Fecundacdo in vitro (FIV)

Ao término das 20 horas de MIV, para a FIV utilizou-se sémen congelado, os
quais foram criopreservados durante o experimento utilizando-se touros da propria
fazenda. Tais machos foram testados quanto a PTA (producéo de leite) e DEP (ganho de
peso da progénie). O método de separacdo dos espermatozoOides (SPTZ) dos
crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade descontinuo de Percoll®. A
palheta (0,25 mL) de sémen foi descongelada em agua a 38,5 °C durante 30 segundos.
Em seguida, o sémen foi depositado sobre a coluna de 2mL de gradientes de Percoll (45%
e 90%) e centrifugado (600g) por 7 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
lavado em 800 pl de meio de fecundagdo BOTUFIV FIV® (BOTUPHARMA), por
centrifugacdo a 600 g durante 3 minutos para remocéo dos residuos de percoll.

Ap0s as lavagens, a concentragdo espermatica foi determinada com auxilio de uma
camara de Neubauer, e ajustada para 2x10° SPTZ/mL. Os espermatozoides foram
colocados em gotas de 80 pl de meio de BOTUFIV FIV®, junto com os CCOs (20 a 25
por gota). Odcitos e espermatozoides permaneceram co-incubados em placas de petri de
35mm sob 6leo mineral estéril, sob atmosfera controlada em estufa de cultivo de alta
tenséo de O, (HF 212 UV®): com 5% de CO, 20% de Oz e 75% de N2 sob atmosfera

umida e temperatura de 38,5 °C, por um periodo de aproximadamente 24 horas.

4.3.6. Cultivo in vitro (CIV)

Apo6s 24 horas de FIV os provaveis zigotos foram submetidos a sucessivas
pipetagens para retirada das células do cumulus oophorus restantes e dos espermatozoides
aderidos a zona pelucida e entdo transferidos para gotas contendo o meio de BOTUFIV
SOF® (BOTUPHARMA), suplementado com 10% SFB (v/v). Para dar suporte ao
desenvolvimento embrionério foi realizado um sistema de co-cultivo dos embriGes com
monocamada de células do cumulus oophorus que aderiram a placa durante a MIV. Para
isso, logo apds a FIV, a placa de MIV teve seu meio substituido por 100 ul de meio de cultivo
embrionario, onde 0s possiveis zigotos permaneceram incubados em estufa, nas mesmas
condigdes utilizadas na MIV, até completarem o sexto dia de cultivo, onde foram

realizadas as contagens de embrifes formados e classifica-los quanto o estagio de



desenvolvimento para posteriormente realizarmos a transferéncia dos embrides para vacas

bubalinas receptoras.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos com a PIVE foram testados quanto a distribuicdo normal e
submetidos a anéalise de variancia (ANOVA), com o pos-teste adequado sugerido pelo
software, adotando-se o nivel de significancia de 5%, através do programa SigmaPlot
14.0 (SIGMAPLOT, 2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51. OPUEPIVE

5.1.1. Quantitativo de aspira¢des (OPU) de bufalas submetidas a PIVE

Os dados obtidos ap6s 05 OPU’s que ocorreram durante o periodo de janeiro de
2021 a janeiro de 2022 na Ilha do Marajo, referente as caracteristicas de quantidade de
aspiracdes (05); numero de vacas aspiradas (86); estacdo do ano (periodo chuvoso e
periodo seco); foliculos aspirados (970); média de foliculos por vaca (12,00+05,05);
CCOs rastreados (552); média de CCOs por vaca (6,84+4,31); nimero de embrides
produzidos (43); média de embribes por vaca (0,72+0,54) e numero de embrides

produzidos (43) submetidas a PIVE, encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Nimero de aspiracdes, n° de bufalas, pluviosidade, n°foliculos aspirados, média de foliculos por vaca,
odcitos rastreados, média de odcitos por vaca, embrides produzidos, média de embribes por vaca e embrides produzidos
de bufalas submetidas a PIVE no Marajo.

N° OPU/Variaveis 01 02 03 04 05 Total
N° vacas 18 24 19 14 11 86
Chuvoso Chuvoso Seco Seco Chuvoso

Sazonalidade -
(janeiro/2021)  (margo/2021) (setembro/2021) (outubro/2021)  (janeiro/ 2022)

Foliculos aspirados 156 308 237 154 115 970
Meédia de foliculos/vaca 10,4+3,52 12,8345,35 12,47+4,44 11,00+4,54 10,45+7,51 12,00+05,05
Odcitos rastreados 100 169 127 110 46 552 (56,91%)
Média de odcitos/vaca 6,67+3,29 7,04+4,80 6,68+3,67 7,86+6,72 4,18+2,93 6,8414,31
N° Embrides 14/54 (25,92%) 0/33 (0%) 17/58 (29,31%)  05/53(9,43%)  07/28 (25,00%)  43/226 (19,03%)
Média de embrido/vaca 0,93+1,16 0 0,89+1,33 0,36+0,63 1,40+0,55 0,72+0,54
Embrides produzidos 14 0 17 5 07 43

A partir dos resultados descritos na tabela 01, verificou-se que os dados referentes
a foliculos aspirados de 970, CCOs rastreados de 552 (56,91%) e numero de embrides
produzidos de 43/226 (19,03%) corroboram com os achados de Ohashi et al., (2017), que
obtiveram 903, 549 (57,65%) e 39/365 (10,68%). A proximidade dos dados pode ser



justificada devido utilizarmos 0 mesmo tipo de selecdo de doadoras, através de exames
de imagens ultrassonograficas onde foram selecionadas fémeas bubalinas que
apresentaram tamanho ovariano acima de 2,5 cm x 1,5 cm (comprimento x largura) e um
numero de foliculos antrais acima de dez por ovario, 0 que demonstra que a selecdo de
doadoras é de fundamental importancia para se obter melhores taxa na PIVE e nédo
demostrando tanta variabilidade de resultado ao se utilizar as mesmas condic¢des de
cultivo e de laboratério, mesmo que tenham sido feitos em diferentes condigdes
climaticas.

Segundo Manjunatha et al., (2009), sdo descritas taxas de recuperacdo em
bubalinos que variam entre 42,0 e 69,5%, estando de acordo com o encontrado no
experimento (56,91%) com média de média de CCOs por vaca de 6,84+4,31 em
diferentes periodos climaticos: chuvoso (favoravel) e seco (desfavoravel). No entanto,
média inferiores foram descritas por Shahzad et al., (2020), que ao compararem os dois
periodos obtiveram média de recuperacdo oocitaria de 2,31+0,10 vs 3,65+0,27,
respectivamente. A recuperacao oocitaria de qualidade continua sendo um entrave para
potencializar as variaveis de OPU/PIVE, o que pode ser explicado devido ao fato dos
odcitos serem recuperados em dias aleatorios do ciclo estral, fazendo com que foliculos
de diferentes estagios sejam aspirados e consequentemente trazendo CCOs de ma
qualidade (DE WIT et al., 2000; SENEDA et al., 2020). Segundo Baruselli et al., (2020),
ao avaliarem a baixa qualidade oocitaria em bufalos a correlacionaram a uma fragil
conexdo entre 0 oocito e células da granulosa e fato ndo é observado na espécie bovina.

Gimenes et al., (2015), analisaram o efeito da fase da onda folicular sobre a
eficiéncia da PIVE em 3 espécies distintas: Bufalo, Nelore (Bos indicus) e Novilhas da
raca Holandesa (Bos taurus), sincronizadas farmacologicamente e submetidas a OPU nos
dias 1, 3 e 5 ap6s a emergéncia da onda folicular e ndo ocorrendo diferenca estatistica do
dia da onda folicular na eficiéncia da OPU-PIVE, em relacdo a porcentagem de o6citos
recuperados (70,5% = 3,1, 75,0% = 3,1, 76,0% + 3,2, respectivamente) e a taxa de
recuperacdo oocitaria também nédo foi afetada pelo grupo genético (Bos indicus: 82,3 +
2,5, Bos taurus: 66,8 + 2,8, Bubalus bubalis: 72,5 + 3,6; P = 0,07).

Demostrando que o procedimento é menos eficiente em novilhas bubalinas e
holandesas do que em novilhas Nelore, possivelmente devido ao numero de foliculos e
tornando tais resultados relevantes para demonstrar o fato de que as novilhas taurinas e
bubalinas apresentaram taxas semelhantes, ou seja, bem abaixo do observado em

zebuinos. Outro fator relevante é que as bufalas possuem um tamanho de folicular



intermediario quando comparadas com o Bos indicus (apresentam maior nimero de
foliculos recrutados e maior diametro do foliculo dominante) (SARTORI e BARROS,
2011; BARUSELLI et al.,2020).

5.1.2. Efeito do periodo mais chuvoso e menos chuvoso na taxa de recuperacao

oocitaria

No decorrer das 05 aspiracdes, onde 03 ocorreram em periodo chuvoso e 02 em
periodo seco, as médias de numero de foliculos aspirados (11,75+5,23), de foliculos por
animal (11,23£1,39), de CCOs rastreados (6,65+4,54) e de CCOs rastreados por animal
(5,96+1,56) durante o periodo chuvoso ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) das
respectivas médias também analisadas e comparadas, as quais foram:12,47+4,86;
11,74+1,04; 5,87+3,68 e 5,31+2,83, porém no periodo de estacdo climatica seco,

conforme demonstrado na figura 4.
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Figura 4. Efeito do periodo climético, recuperacéo de foliculos e odcitos aspirados e rastreados na OPU de
bubalinos na Regido do Marajo.

Nossos resultados de foliculos aspirados (11,75 + 5,23), e de CCOs rastreados por
animal (5,96 + 1,56) no periodo chuvoso e 12,47 + 4,86; 5,31+2,83, respectivamente no
periodo seco sdo simulares com os relatados pela equipe de Di Francesco et al., (2012),
onde documentaram que a estacdo do ano também ndo teve efeito sobre populacdo

folicular em bufalos mediterraneos italianos, com resultados de foliculos aspirados (4,76



+ 0,27), e de CCOs rastreados por animal (2,31 + 0,11) no periodo inverno e 4,68 £ 0,22;
2,24 + 0,11, respectivamente no verdo. Os autores justificaram tais dados pelo fato da
estacdo do ano esta em um periodo de transigdo, o que reflete no padréo reprodutivo de
bufalos expresso in vivo nas mesmas condicdes italianas.

Corroborando também, Torres (2018), afirmou que o bufalo apesar de ser um
animal poliéstrico estacional de dias curtos, quando estdo presentes na zona equatorial e
em regides com latitude mais baixas eles se comportam como poliéstrico continuos com
cios regulares de duracéo de 21 dias, em média, que podem variar dependendo do manejo,
clima, alimentacéo e genética.

Em relagcdo aos nossos resultados obtidos podemos destacar as caracteristicas
climéticas atipicas da regido do Marajo, onde o tempo das aguas esta compreendido entre
dezembro a maio e o periodo seco entre junho a novembro. No entanto, durante o decorrer
das 05 sessdes de OPU/PIVE, as chuvas foram intensas e persistentes e a divisdo entre
esses dois periodos ficou prejudicada, fazendo com que os rebanhos bubalinos
conseguissem manter o ECC durante o ano todo, sofrendo apenas pequenas variagdoes
durante o periodo de seca, o que pode esclarecer ndo ter ocorrido diferenca estatistica
entre os periodos climaticos avaliados. Portanto, a influéncia das concentracdes
pluviométricas regional atipicas durante o estudo, disponibilizando forragens, com
insignificativas variagdes no periodo menos chuvoso. Pois, de acordo com Ribeiro (1996)
e Ribeiro, et al (1997) as concentracfes pluviométricas favorecem positivamente na
eficiéncia reprodutiva e produtiva de bufalas criadas na Amazonia.

Na Amazénia a bubalinocultura ocorre em criacGes extensivas de terra alagadas
sazonalmente (varzeas) e nas criacOes de firme (terras altas). Na varzea o manejo sofre
influencias da hidrografia do rio amazonas e seus afluentes e nas criacdes de terra firme
efeitos indiretos da chuva. (RIBEIRO, (2021).

Baruselli et al, (2020), afirmaram também que em climas tropicais, a estacdo do
ano possivelmente ndo afeta de maneira negativa a qualidade do odcito e a fertilidade na
espécie bubalina. Por outro lado, Manjunatha et al. (2009), reportaram que sazonalidade
em diferentes condigdes climaticos em buafalos indianos, pode afetar as taxas de
OPU/PIVE, segundo os autores, relataram diferenca estatistica no nimero foliculos
aspirados e na taxa de recuperacdo oocitaria. Na regido de Pirassununga, sudeste do
Brasil, Silva (2020) comparando as esta¢des climaticas favoraveis e desfavoraveis em

bafalos, encontrou diferenga estatistica, nas mesmas variaveis do nosso estudo.



Neste contexto, Sagheer et al., (2020), concluiram que tais achados ainda néo
esclarecem se a foto periodicidade ou outros fatores afetam a populacéo folicular durante
a OPU, e se sdo influenciadas pelas estac6es reprodutivas favoraveis e desfavoraveis em
bufalos. Porém, destacam a importancia de mais estudos acerca da competéncia oocitaria

durante as diferentes estacdes para confirmar esses achados (BARUSELLI et al., 2020).

5.1.3. Efeito da presenca do corpo Iuteo e do maior foliculo dominante na PIVE

Comparando-se os resultados de média e desvio padrdo da influéncia da presenga
ou auséncia do corpo luteo e de foliculo dominante em relacdo a quantidade de foliculos
aspirados, numero de CCOs aspirados, nimero de CCOs para FIV e nimero de CCOs
viaveis notou-se que ndo houve diferenca estatistica entre as varidveis analisadas
(p>0,05), de acordo com a tabela 2.

Em relacdo a presenca de foliculo dominante as médias foram: 11,47+4,26;
6,53£3,36; 2,97+1,75 € 0,90+1,79 e com auséncia os valores passaram a ser: 11,85+5,57;
6,73+5,16; 3,87+£3,25 e 1,19+1,68 para as analises de quantidade de foliculos aspirados,
namero de CCOs aspirados, numero de CCOs para FIV e nimero de CCOs viaveis que
foram para FIV respectivamente.

Em relacdo a presenca de corpo luteo as médias foram: 11,52+4,42; 6,70+5,24;
3,46%3,03 e 1,33+£1,51 e com auséncia os valores passaram a ser: 11,84+5,56; 6,63+4,11;
3,59+2,69 e 0,92+1,84 para as andlises de quantidade de foliculos aspirados, nimero de
CCOs aspirados, numero de CCOs para FIV e nimero de CCOs viaveis que foram para

FIV respectivamente.

Tabela 2. Influéncia da presenca ou auséncia do corpo luteo e de foliculo dominante na
quantidade de foliculos e odcitos aspirados nas sessoes de OPU’s no Marajo.

Variaveis/FD e CL FOI.'CUIOS CCOs CCOs para CCOs viaveis
aspirados rastreados PIVE
Com foliculo dominante 14 47,455 6,53+3,36 2.97+1,75 0,90+1,79
Sem foliculo dominante 11,8545,57 6,7345,16 3,87+3,25 1,19+1,68
Com corpo luteo 11,52+4,42 6,7045,24 3,4643,03 1,33+1,51

Sem corpo ltiteo 11,845,56 6,63+4,11 3,59+2,69 0,92+1,84




Na literatura sdo raros os achados que correlacionam a influéncia do foliculo
dominante e do corpo luteo para as varaveis acima analisadas para bubalinos. No entanto,
a fase do ciclo estral é bastante estudada como sendo um dos fatores que influenciam
diretamente a quantidade e qualidade de od6citos obtidos por sessdo de aspiracao e,
consequentemente, a competéncia para producdo embrionaria (MERTON et al., 2003;
VASSENA et al., 2003), ja que o estudo da dinamica folicular nos diferentes momentos
do ciclo estral pode ajudar a elucidar fendmenos envolvidos com procedimentos de
sincronizacdo do ciclo estral, colaborando para o aumento da fertilidade (SIQUEIRA et
al., 2009).

No entanto, Manjunatha et al., (2007), verificaram que o foliculo dominante em
bubalinos é capaz de exercer efeitos negativos sobre foliculos subordinados, como atresia
folicular, e, consequentemente, sobre a qualidade dos odcitos contidos nesses foliculos.
A presenca ou auséncia do CL na superficie ovariana tém se mostrado um critério de
selecdo macroscépico para recuperagdo de odcitos em bubalinos (EL-NABY et al., 2013)
devido ao tamanho em que preenche grande parte do ovario. Contudo, os resultados com
relacdo a influéncia do CL sobre a qualidade oocitaria ainda sdo controversos
(PENITENTE-FILHO et al., 2015), enquanto que os ovarios de bovinos com e sem CL
do mesmo animal n&o apresentaram diferencas com relagéo a parametros de recuperagao
e qualidade oocitéria por morfologia convencional (SANTOS et al., 2017).

Tais fatos ndo foram evidenciados em nossas analises, pois as varidveis
relacionadas ndo apresentaram diferenca estatistica com ou sem a presenca do FD e o
mesmo se aplicou a presenca ou ndo de CL, o que pode ser explicado pela selecdo prévia
das doadoras em relagdo a tamanho de ovério (acima de 2,5 cm x 1,5 cm) e contagem de

foliculos (acima de dez por ovario) ao exame ultrassonografico.

5.1.4. Influéncia do escore da condicao corporal (ECC) na recuperacao oocitaria
da PIVE

Para verificar se 0 ECC (adotando-se uma escala de 1 a 5, em que 1 é o menor
escore e 5 0 maior) influenciou na quantidade de foliculos aspirados, numero de CCOs
aspirados, numero de CCOs para FIV e nimero de CCOs viaveis que foram para FIV
foram separados dois grupos. O primeiro grupo apresentando ECC maior que 3 e o

segundo com ECC menor ou igual a 3 e apds analise estatistica 0s grupos néo



apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) entre nenhuma das varidveis comparadas
(figura 5).

Em relacdo ao ECC maior que 3 as médias foram: 13,33+06,72; 07,00+06,34;
03,58+03,83 e 01,42+02,04 e com ECC menor ou igual a 3 os valores passaram a ser:
11,23+04,31; 06,46+03,76; 3,48+02,40 e 1,11+01,70 para as analises de quantidade de
foliculos aspirados, numero de CCOs aspirados, nimero de CCOs para FIV e nimero de
CCOs viaveis que foram para FIV respectivamente.
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Figura 5. Influéncia do ECC na quantidade de foliculos e o4citos aspirados nas sessdes de OPU’s no Marajo.

O ECC ndo influenciou na quantidade de foliculos aspirados, nimero de CCOs
aspirados, nimero de CCOs para FIV e numero de CCOs viaveis que foram para FIV,
podendo-se justificar pelo tipo de manejo nutricional que é adotado na propriedade
(forragem de boa qualidade, silagem, mineralizacéo e disponibilidade de sal mineral o
ano todo), outro fato que também ajudou a ndo deixar diminuir o ECC foram as chuvas
constantes (com mais frequéncia no periodo chuvoso e com menos frequéncia no periodo
seco), mas que foram responsaveis por manter a disponibilidade de pastagens nativas
cultivaveis durante todo o periodo do experimento para 0s animais.

Ribeiro, et al (1997), revisando os efeitos fisiologicos da subnutricdo sobre o
anestro pos-parto reportaram que a moderada condi¢do corporal, interfere com o

mecanismo de maturacgéo final do foliculo ou ovulacdo, enquanto que uma deficiéncia



mais pronunciada pode afetar o mecanismo de regulacdo do tamanho e dinamica do
crescimento e regressdo do foliculo dominante e que a severa subnutricdo pode resultar
na auséncia de foliculos maiores de 5.0 mm em didmetro. Ribeiro (2020), publicou que
o intervalo de escore corporal de 3,0 a 3.75 (na escala de 1.0 a 5.0) apresentaram 0s
maiores indices de prenhez, em bufalas inseminadas em tempo fixo, na Amazonia. De
acordo com (ARMSTRONG et al., 2001; WALSH et al., 2010; SENEDA et al., 2020),
além das condigdes nutricionais, a categoria de doadoras, raca, estado metabolico, idade,
condigdes climaticas podem ser associadas a resultados de CCOs com qualidade inferior
e consequente reducédo na taxa de fertilidade e de nimero de embrides.

Assim como, o balango energético negativo (BEN) faz com que haja a perda do
escore de condicdo corporal (ECC). Além disso, ocasiona um desequilibrio metabélico
prejudicial para a reproducdo, como: a hipoglicemia, elevacdo da concentracdo dos

horménios de crescimento e alteracdo nos niveis de acidos graxos (FILHO, 2010).
5.1.5. Influéncia da época mais e menos chuvosa na llha de Marajo.

Para avaliar a influéncia do periodo climatico sobre a taxa de producdo de
embrides bubalinos, dividiu-se os dados entre periodos chuvoso e seco. No chuvoso
foram produzidos 21/115 embrides (25,25%+0,64%) e no seco 22/111 embribes
(19,37%+14,06%). Totalizando 43 embriGes produzidos, porém ndo houve diferenca

estatistica (p>0,05) entre os parametros analisados (figura 6).
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Figura 6. Influéncia da epoca mais e menos chuvosa, sobre a taxa de producdo de embrides, de acordo
com o periodo estudado, cachoeira do Arari, Ilha do Marajo - PA.



Nossos resultados ndo demostraram diferenca estatistica sobre a taxa média de
producdo de embrides bubalinos entre periodos chuvoso (25,25%+0,64%) e seco
(19,37%=+14,06%), corroborando com os achados de SILVA (2020), que também
apresentaram resultados semelhantes (sem diferenca estatistica) no periodo favoravel
(23,7%) e desfavoravel (30,9%) em bufalas confinadas no estado de Sao Paulo.
Resultados contraditorios aos nossos foram relatados por Di Francisco et al., (2012), de
que a producédo de embrides foi maior no outono (30,9%) em comparagdo com 0S outros
dois periodos testados, na primavera-verao (13,3%) e no periodo de transi¢do (10,3%) em
bafalas criadas em latitudes italianas.

Podemos relacionar os resultados de nossa equipe em relacao a taxa de embrifes
nos diferentes periodos testados ndo diferirem entre si devido a fatores de preparacdo no
meio de cultivo, j& que mesmo utilizando meios comerciais voltados para espécie bovina
realizamos a adicdo de antioxidantes (melatonina e beta-mercaptoetanol) e 10% de SFB
nos meios de maturacdo e cultivo in vitro com o intuito de mimetizacdo da tuba uterina
da fémea.

Marin et al., (2019), relataram que as taxas de blastocisto e taxas de prenhez
tornam-se ainda mais baixas, pelo fato de ainda se utilizar o mesmo protocolo de PIVE
de bovinos na espécie bubalina, ja que esta espécie ndo possui um protocolo especifico
que consiga suprir todas as caracteristicas da mesma.

Utilizamos também ambientes de cultura celular com concentracBes de O:
diferentes, a MIV e CIV foram em baixa tensdo de oxigénio (5% de O2) e a FIV em alta
tensdo (20% de O2), porém com as mesmas condicdes de cultivo de atmosfera controlada
com temperatura de 38,8°C, 5% de CO2, 90% de N2 e umidade saturada, com o intuito
de proporcionar um melhor ambiente de cultivo para minimizar a ma qualidade oocitaria
dos CCOs rastreados nas OPUs. De acordo com Shahzad et al., (2020), apenas 5% dos
odcitos maturados in vitro chegarem a fase final de crescimento embrionario e o principal
fator que pode impedir este desenvolvimento é o estresse oxidativo, o que pode ser
causado pela maior tensdo atmosférica de oxigénio (20%), tornando a PIVE na espécie
bubalina uma biotécnica ainda ineficiente.

Essas variagcOes nos resultados de taxa de embrides in vitro de acordo com a
sazonalidade destaca a importancia de sele¢cdo de um modelo de programas de sessdes de

OPU que se ajustariam de acordo com a categoria animal e as outras exigéncias



reprodutivas ideais para se tentar maximizar a eficiéncia da espécie bubalina (SENEDA
et al., 2020).

Pois, mesmo com varios anos de estudos a taxa de produgdo embrionéria continua
sendo baixa para PIVE em bufalos, fato este que se torna um empecilho para utilizagédo
desta biotécnica reprodutiva a nivel de escala comercial e influenciando diretamente no
custo da prenhez (de 3 a 4 vezes mais elevado que em bovino zebuino) (OHASHI et al.,
2017; BARUSELLI et al., 2020).

5.1.6. Influéncia do touro na taxa de PIVE

Efeitos da influéncia do touro na PIVE também foram avaliados considerando-se
a individualidade de fertilidade que cada reprodutor poderia trazer para o resultado final
da taxa de embrides. No entanto, ndo foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) entre
as correlacdes feitas e os valores média de taxa de embrides para cada touro foram: touro
1 com 59,33%+22,27%; touro 2 com 38,29%+20,35% e touro 3 com 54,17%+31,55%
(figura 7).
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Figura 07. Influéncia da taxa de embrides produzidos em relagdo ao touro utilizados na PIVE em
bubalinos na Ilha do Marajo.

A individualidade dos reprodutores, ndo diferiu estatisticamente, demostrando a
capacidade generandi de fertilidade do sémen utilizado. Neste aspecto, (GALLI et al.,
2010) mencionam, que o sémen, é um dos principais fatores de variacdo nas taxas de

embrides. Segundo OHASHI et al., (2017), chamam a atencdo para a escolha dos



doadores de sémen, que de acordo com 0s autores, apresenta papel importante para bons
resultados na PIVE. Neste contexto, Ferraz (2008) obteve 18 embrides do reprodutor A e
seis embrides do reprodutor B, representando 28,6% e 9,1% (sémen A=18/63 e sémen
B=6/ 66), respectivamente.

Almeida et al., (2020), conduziram um estudo que teve por objetivo a analise da
fertilidade do sémen bubalino no processo de PIVE, comparando os ejaculados de trés
touros dividindo em refrigerados e congelados, encontraram diferenga estatistica entre o
sémen refrigerado e o congelado, com producdo de embrides igual a 25,4% e 14%,
respectivamente.

A alta variabilidade de resultados na taxa de embrides de PIVE demonstra a
necessidade de selecdo de touros doadores de sémen. Em nosso experimento foi realizada
a selecdo dos machos, através de exames andrologicos, libido, raca, idade e docilidade,
escolhendo os melhores reprodutores a partir destas caracteristicas e realizada a
criopreservacao seminal e a utilizagédo deles na FIV, o que possivelmente explique a ndo

influéncia do sémen dos diferentes touros testados na taxa de embrides.

6. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia e o material utilizado, concluimos, que no periodo
das sessoes das aspira¢des, ndo ocorreu influéncias da estacdo mais e menos chuvosa da
regido, assim como, presenca do corpo luteo e de foliculos dominantes, escore da
condicdo corporal e 0 sémen dos reprodutores utilizados sobre as taxas de embrides de

bdfalas criadas no Marajo..
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