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RESUMO 

FERRAZ, M. L. Efeitos do intervalo entre aspirações foliculares e do tratamento 
com somatotropina bovina recombinante na população folicular e na produção 
in vitro de embriões bubalinos. [Effect of OPU interval and recombinant bovine 
somatotropin treatment on embryo production in buffalo]. 2008. 135 f. Dissertação 
(Mestrado em Medicina Veterinária) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 
 
Foram avaliados os efeitos do intervalo entre aspirações foliculares (IEA; OPU) e do 

tratamento com somatrotopina bovina recombinante (bST) na produção in vitro de 

embriões bubalinos. Dezesseis fêmeas foram distribuídas aleatoriamente em quatro 

grupos (fatorial 2x2): (1) G-Cont7: sessões de OPU uma vez por semana; (2) G-

bST7: sessões de OPU uma vez por semana + 500mg de bST a cada 14 dias; (3) G-

Cont14: sessões de OPU a cada 14 dias e (4) G-bST14: sessões de OPU + 500mg 

de bST a cada 14 dias. Os animais do G-Cont7 e G-bST7 foram submetidos a 16 

sessões de OPU, e os animais do G-Cont14 e G-bST14 a oito sessões de OPU. Nas 

sessões realizadas uma vez por semana (G-s/bST) reduziu-se o número de folículos 

aspirados, de oócitos totais recuperados e de oócitos viáveis (P≤0,004). O 

tratamento com bST aumentou o número de folículos aspirados (P<0,0001), o total 

de oócitos recuperados e a taxa de recuperação (P=0,07). No entanto, nem o IEA e 

nem o tratamento com bST aumentaram a produção in vitro de embriões bubalinos. 

 

Palavras-chave: OPU. bST. Búfalo. Produção embrionária. 



 

ABSTRACT 

FERRAZ, M. L. Effect of OPU interval and recombinant bovine somatotropin 
treatment on embryo production in buffalo. [Efeitos do intervalo entre aspirações 
foliculares e do tratamento com somatotropina bovina recombinante na população 
folicular e na produção in vitro de embriões bubalinos]. 2008. 135 f. Dissertação 
(Mestrado em Medicina Veterinária) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 

 

It was evaluated the effect of OPU interval and bST treatment on embryo production 

in buffalo. Sixteen females were randomly assigned in 4 groups, in a 2x2 factorial 

experimental design: (1) G-Cont7: OPU session each seven days; (2) G-bST7: OPU 

session each seven days plus 500mg of bST each 14 days; (3) G-Cont14: OPU 

session each 14 days and (4) G-bST14: OPU session plus 500mg of bST each 14 

days. Animals of G-Cont7 and G-bST7 were submitted to 16 OPU sessions, and 

those of G-Cont14 and G-bST14 to 8 OPU sessions. The OPU session performed 

every week (G-s/bST) decreased the number of aspirated follicles, and the number of 

total and viable recovery oocytes (P≤0.004). The treatment with bST increased the 

number of aspirated follicles (P<0.0001), the number of recovery oocytes and the 

oocyte recovery rate (P=0.07). However, neither OPU interval nor bST treatment 

increased the in vitro embryo production in buffalo. 

 

Key words: OPU. bST. Buffalo. Embryo production. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Nos últimos 40 anos a população mundial de búfalos, estimada em 170 

milhões de cabeças, cresceu cerca de 90%, em contraste aos 34% registrados na 

população de bovinos, sendo que, somente na última década, o rebanho bubalino 

apresentou taxa de crescimento de 9,1% (FAO, 2005; PERERA et al., 2005). A 

produção de leite bubalino registrou aumento de 70,6% nos últimos anos, sendo, 

atualmente, responsável por 12,4% da produção mundial de leite (FAO, 2005).  

A introdução do búfalo no Brasil ocorreu por volta de 1895, e vem tornando-

se, nas últimas décadas, fonte viável de proteína animal, tendo se adaptado bem às 

condições climáticas, resultando em bom desempenho produtivo para carne e leite 

(BARUSELLI, 1994). Sua população no país tem mostrado crescimento expressivo 

(MATTOS, 1992), em função desta dupla aptidão produtiva. Segundo a Associação 

Brasileira de Criadores de Búfalos, a população de bubalinos estimada no Brasil é 

de aproximadamente quatro milhões de animais (ABCB, 2004), com crescimento 

acumulado de 1.806 % entre 1961 e 2005, um resultado sem precedentes na 

evolução de outras espécies de interesse econômico exploradas no país 

(BERNARDES, 2007). 

Desta forma, é de se esperar que a bubalinocultura obtenha marcantes 

progressos tecnológicos, entre os quais estão os avanços na aplicação de 

biotecnologias da reprodução, visando aumentar a produção e a produtividade dos 

rebanhos visto que, apesar desse panorama promissor, existe pouca seleção 

genética para essa espécie no Brasil e no mundo (VALE; RIBEIRO, 2005). 
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No rebanho brasileiro, detentor do maior potencial zootécnico do mundo 

ocidental para a espécie, existe poucos animais selecionados geneticamente para 

melhoria das características produtivas e reprodutivas. Este potencial genético 

necessita ser multiplicado mais rapidamente por meio de biotecnologias, visando 

aumentar o rigor e a velocidade de seleção, utilizando fêmeas bubalinas de alto 

valor genético-produtivo e reduzindo o intervalo entre gerações (BARUSELLI, 1997). 

No Brasil, o potencial genético masculino é explorado com certo sucesso pela 

inseminação artificial, em contraste ao da fêmea, que necessita ser efetivamente 

multiplicado por biotecnologias da reprodução como a aspiração folicular associada 

à produção in vitro de embriões (OPU-PIVE; BARUSELLI; CARVALHO, 2003). 

Assim, com o intuito de alcançar a disseminação rápida desse potencial produtivo, 

os programas de OPU-PIVE são considerados biotecnologias promissoras, uma vez 

que a superovulação (SOV) e a transferência de embriões (TE) ainda não são 

procedimentos bem-sucedidos (GASPARRINI, 2002; OHASHI et al., 2002; DROST, 

2007). Desde o início dos trabalhos com SOV para TE (DROST et al., 1983), as 

búfalas apresentaram baixa eficiência devido à reduzida resposta à SOV e à baixa 

recuperação de embriões (CARVALHO et al., 2002) e menores taxas de prenhez em 

comparação com a fêmea bovina, provavelmente por problemas na captação e/ou 

transporte dos oócitos pela tuba uterina (MISRA et al., 1998; BARUSELLI; 

CARVALHO, 2003). Tais resultados não favorecem, portanto, a utilização em grande 

escala destas técnicas em bubalinos (OHASHI et al., 2003). 

A utilização das técnicas de OPU-PIVE na espécie bubalina foi relatada pela 

primeira vez por Boni et al., em 1993 e, desde então, tem sido descrita por diversos 

autores (BONI et al., 1994, 1995, 1997, 1999; PAVASUTHIPAISIT et al., 1995; 

GALLI, 1998, MANNIK et al., 2002; 2001; NEGLIA, 2003; FERRAZ et al., 2005; 
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GUPTA et al., 2006; SÁ FILHO, 2006). No entanto, a técnica não está 

completamente aprimorada para aplicação na espécie bubalina, principalmente 

devido à baixa quantidade e qualidade dos oócitos recuperados por sessão de 

aspiração e aos meios de cultivo dos oócitos e embriões (MEUR et al., 1988; 

GASPARRINI, 2002; NEGLIA et al., 2003; OHASHI et al., 2003; ZICARELLI, 2003; 

GUPTA et al., 2006). Desta forma, embora o processo de OPU-PIVE venha obtendo 

algum sucesso em produzir embriões (TOTEY et al., 1992; BONI, 1994; BONI et al., 

1994, 1999; MADAN et al., 1996; CHAUHAN et al., 1997a, b; MADAN, 1998; 

GASPARRINI, 2000; GASPARRINI et al., 2000, 2001; OHASHI, 2002; SÁ FILHO, 

2006) e prenhezes em búfalas (MADAN et al., 1994; TOTEY et al., 1996; CHAUHAN 

et al., 1997b; GRUPTA et al., 2006; SÁ FILHO, 2006), a eficiência, em termos de 

embriões transferíveis e desenvolvimento a termo, tem sido muita baixa (MADAN et 

al., 1996; GRUPTA et al., 2006; SÁ FILHO, 2006). No entanto, apesar da produção 

embrionária ser de 1,8 a 2,8 menor do que em bovinos, ainda é cerca de duas a três 

vezes maior do que em sistemas de produção in vivo (SOV-TE; ABOUL- ELA, 2000). 

Algumas particularidades anatômico-fisiológicas da espécie bubalina afetam 

diretamente a eficiência dos programas de OPU-PIVE. Ovários de fêmeas bubalinas 

apresentam tamanho e peso menores que os de bovinos (VITTORIA et al., 1997). A 

população folicular de búfalas possui número bastante reduzido (DANELL, 1987), se 

comparado ao número de folículos relatado em fêmeas bovinas (ERIKSON, 1966). 

Ademais, um aspecto importante para se obter melhores resultados na OPU-PIVE é 

a qualidade dos oócitos recuperados e búfalas apresentam alto grau de atresia na 

população folicular (LE VAN TY et al., 1989). Ohashi et al. (2003) relataram que 

oócitos bubalinos obtidos por OPU apresentam reduzido número de camadas de 
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células do cumulus e baixo grau de compactação, sendo que somente 38,4% do 

total de oócitos são considerados aptos ao cultivo. 

Com base nestes conhecimentos, fica evidente que o sucesso da OPU-PIVE 

em búfalas depende de estratégias que propiciem um incremento na população 

folicular, ao mesmo tempo em que melhorem a qualidade oocitária. 

Em bovinos, tanto o intervalo entre sessões de OPU quanto o tratamento com 

somatrotofina bovina recombinante (bST) podem influenciar a população folicular, a 

quantidade e qualidade de oócitos recuperados, bem como a taxa de produção 

embrionária (TRIPP et al., 2000; BURATINI JR et al., 2000; MERTON et al., 2003).  

Em búfalas, o tratamento com bST aumenta a população folicular em fêmeas 

superovuladas e em novilhas submetidas a sessões de OPU (BARUSELLI et al., 

2003). Também apresenta tendência em aumentar o número de oócitos recuperados 

por sessão de OPU e a proporção de oócitos de boa qualidade (SÁ FILHO, 2006). 

Poucos são os relatos sobre o efeito do intervalo entre OPU nesta espécie. 

Sá Filho (2006) descreveu efeito da sessão de OPU em intervalos curtos (3 ou 4 

dias), com diminuição gradativa do número de folículos aspirados e do resultado da 

PIVE a cada sessão. Grupta et al. (2006), por sua vez, demonstraram não haver 

efeitos adversos sobre o crescimento folicular ou a taxa de recuperação de oócitos 

quando as sessões de OPU foram realizadas em intervalos de sete dias. 

Neste contexto, procurou-se avaliar, em búfalas, a influência da administração 

de bST e da freqüência de OPU na população folicular, na qualidade dos oócitos, na 

taxa de recuperação e na produção in vitro de embriões bubalinos, já que estudos 

sugerem a interferência destes fatores na produção de embriões bovinos por OPU-

FIV (FERRAZ et al., 2000, 2002). 
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2 HIPÓTESES DO TRABALHO 
 

 

As hipóteses que pautaram este trabalho foram: 

 

• O intervalo de 14 dias entre sessões de aspiração folicular e o tratamento com 

bST aumentam o número de folículos recrutados, o número e a qualidade dos 

oócitos aspirados e a eficiência da produção in vitro de embriões na espécie 

bubalina. 
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3 OBJETIVOS 
 

 

Para testar as hipóteses deste trabalho, os seguintes objetivos foram 

traçados: 

 

• Avaliar os efeitos da freqüência de aspiração folicular, comparando intervalos de 

sete e 14 dias, na população folicular, na qualidade oocitária e na produção in 

vitro de embriões. 

 

• Avaliar os efeitos da administração subcutânea (SC) de bST a cada 14 dias na 

população folicular, na qualidade oocitária e na produção in vitro de embriões. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

4.1 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA BÚFALA 

 

 

4.1.1 Anatomia dos ovários 
 

 

As particularidades anatômicas e fisiológicas do ovário da espécie bubalina 

estão diretamente relacionadas aos resultados obtidos nos programas de aspiração 

folicular. O ovário das búfalas é alongado e consideravelmente menor em tamanho e 

peso (30,0 x 14,0 x 10,0 mm e 2,9 a 6,1 g) em comparação com a gônada da fêmea 

bovina (37,0 x 25,0 x 15,0 mm e 5,0 a 15,0 g; VITORIA, 1997; El-WHISHY, 2007). 

O corpo lúteo (CL) da búfala é profundamente incorporado ao estroma 

ovariano, sendo seus valores máximos para peso (2,3 g) e diâmetro (15,0 mm) 

menores que em bovinos (ROY; MULLICK, 1964). A distribuição entre os lados de 

ovulação, indicada pela presença de CL, é similar nos ovários esquerdo (51,2%) e 

direito (48,8%; DANELL, 1987). 

 

 

4.1.2 Foliculogênese 

 

O estudo da foliculogênese em bubalinos é de grande importância, pois esta 

espécie possui capacidade reprodutiva inferior aos bovinos, com folículos ovarianos 
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em menor quantidade e qualidade, por isso apresentando resposta insatisfatória às 

biotecnologias de SOV-TE e OPU-PIVE. 

A maioria ou mesmo todos os folículos primordiais são formados durante a 

vida fetal em algumas espécies como suínos e ruminantes, porém, em coelhos e 

roedores, aparecem durante a vida neonatal, sendo seu número variável de acordo 

com a espécie e com a idade. Os fatores responsáveis pelo início do crescimento 

são desconhecidos e representam um dos enigmas da biologia ovariana (TELFER, 

1998). De acordo com Saumande (1991), a população de folículos ovarianos é 

heterogênea e varia de acordo com o grau de crescimento destes folículos, que são 

classificados em: pré-antrais ou não cavitários (primordiais, primários e secundários), 

diferenciados pela forma e pelo número de camadas de células da granulosa, que 

circundam o oócito; e folículos antrais ou cavitários (terciários e de De Graaf). 

El-ghannam e El-naggar (1974, 1975) iniciaram os estudos sobre 

foliculogênese em fetos bubalinos, descrevendo seu início e desenvolvimento sem, 

no entanto, quantificá-la. Estudos posteriores relataram que a população total de 

folículos primordiais é estimada em 19.000 (SAMAD; NASSERI, 1979) sendo que os 

ovários esquerdo e direito apresentam números similares de folículos primordiais, 

com 49,3% e 50,7%, respectivamente (DANELL, 1987). Em animais adultos, a 

população de folículos primordiais em fêmeas cíclicas foi estimada em 12.636 e em 

não cíclicas 10.132, com uma variação individual ampla entre 1.222 e 40.327 

(DANELL, 1987). 

Comparativamente, a população folicular em bovinos é muito maior (LE VAN 

TY et al., 1989; SMITH et al., 1991; KUMAR et al., 1997), estimada em 

aproximadamente 235.000 folículos e também marcada por uma grande variação 

individual (entre 0 a 720.000), influenciada por fatores como raça, genética, idade e 
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estados sanitário, clínico e reprodutivo do animal (BETTERIDGE et al., 1989). 

Erickson, em 1966, registrou que o número médio de folículos primordiais em 

bovinos decresce de 133.000 ao nascimento para menos de 3.000 aos 20 anos de 

idade. Estes resultados são semelhantes ao de Gougeon e Chainy (1987) em 

humanos, que citam que a população total de folículos ovarianos e o número de 

cada tipo de folículo diminuem significativamente com o aumento da idade. A 

porcentagem de folículos primordiais diminui significativamente com o aumento da 

idade, enquanto a porcentagem de folículos primários e secundários aumenta, visto 

que os folículos primordiais evoluem para primários e secundários. 

Em relação aos folículos antrais, os ovários bubalinos possuem cerca de 20% 

(47,5 ± 23,8 x 233,0 ± 95,8) da quantidade encontrada em ovários de bovinos. A 

média do número de folículos visíveis na superfície de cada ovário é de 5,2 ± 1,0 

(KUMAR et al., 1997). Esses resultados apontam para a possibilidade de o reduzido 

número de folículos na búfala ser o responsável pela limitada resposta à 

superovulação. 

Smith et al. (1991) obtiveram diferentes resultados quando fizeram a 

quantificação folicular em búfalas de 6 ou 7 meses, 2 anos, 7 ou 8 anos e 12 a 14 

anos observando 71.042,00 (± 14.696), 41.478 (± 33.102), 5.996 (± 2.517) e 3.673 (± 

1.970) folículos primordiais, respectivamente, sendo que esta diferença pode ser 

explicada pelas ondas de degeneração que ocorrem durante a vida pré-natal em 

bubalinos (EL-GHANNAM; EL-NAGGAR, 1974, 1975). 

Kacinskis et al. (2005) registraram que os resultados da morfometria de 

folículos de búfalas são próximos aos obtidos em vacas bovinas adultas, com 

folículo primordial medindo 36,0 (± 0,9) μm de diâmetro, oócito 28,1 (± 0,6) μm, com 

7,3 (± 0,4) células da granulosa; folículo primário com 48,5 (± 1,4) μm de diâmetro, 
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oócito 31,7 (± 0,7) μm e 14,6 (± 0,7) células da granulosa; folículo secundário com 

88,4 (± 2,9) μm de diâmetro, oócito 43,8 (± 1,4) μm e 62,0 (± 4,6) células da 

granulosa. Estes resultados são próximos aos de Gougeon e Chainy (1987) em 

mulheres adultas, que observaram diâmetro folicular dos folículos primordial, 

primário e secundário entre 30,0 e 42,5 μm, 37,5 e 52,5 μm e 50,0 e 90,0 μm, 

respectivamente.  

Segundo Danell (1987), o número de folículos com diâmetro maior que 1,0 

mm é diferente entre as espécies bovina e bubalina, com os bovinos possuindo 

aproximadamente 90,0 destes folículos, enquanto as búfalas apresentam apenas 

46,3. O autor contou folículos maiores que 1,0 mm (46,3 x 67,8) e folículos maiores 

que 2,0 mm (16,8 x 23,6). A avaliação do número de folículos ovarianos maiores que 

2,0 mm em três diferentes períodos do ciclo estral revelou maior número entre os 

dias 1 e 8 e 9 e 11 do ciclo estral do que entre os dias 12 e 21. Folículos grandes 

(7,0 a 8,0 mm) podem ser palpados durante os dias 9 e 13 do ciclo estral em 65% de 

novilhas búfalas púberes (SINGH et al., 1984). 

Existem, ainda, diferenças no número de folículos atrésicos entre as duas 

espécies, sendo 2/3 dos folículos em desenvolvimento nos bubalinos e 50% nos 

bovinos (DANELL, 1987). A proporção média de folículos antrais que pareciam ser 

atrésicos, histologicamente, foi de 71% em búfalas de rio (DANELL, 1987), 

comparada a 82% (71% durante a fase folicular e 94% durante a fase luteínica) em 

búfalas de pântano (OCAMPO et al., 1994). Estudos demonstram ainda que a média 

do número de folículos não atrésicos (> 1,7 mm), envolvidos na resposta ovariana à 

gonadotrofinas exógenas é de 2,9 para búfalos e de 22,1 para bovinos (DANELL, 

1987; LE VAN TY et al., 1989). 
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4.1.3 Dinâmica folicular 
 

 

Dinâmica folicular pode ser definida como o processo contínuo de 

crescimento e de regressão de um grupo de folículos antrais, dos quais somente um 

se desenvolve até folículo pré-ovulatório (LUCY et al., 1992). 

Estudos endocrinológicos e ultra-sonográficos demonstraram que o 

crescimento folicular durante o ciclo estral em bovinos ocorre em ondas (FORTUNE, 

1988; SAVIO et al., 1988; GINTHER et al., 1989; SIROIS; KNOPF et al., 1989; 

DRIANCOURT et al., 1991; FORTUNE et al., 1991). Em cada onda de crescimento 

folicular, um folículo dominante (FD) se desenvolve mais que os outros e suprime o 

crescimento dos folículos menores (folículos subordinados - FS). Os FD que 

crescem e atingem seu diâmetro máximo no meio do ciclo estral, sob ação de níveis 

altos de progesterona, não ovulam e regridem, permitindo o surgimento de uma 

nova onda de crescimento folicular. O FD que se desenvolve durante a última onda 

de crescimento folicular de cada ciclo estral é o folículo ovulatório (FO - LUCY et al., 

1992). 

Os primeiros trabalhos relacionados ao crescimento folicular em bubalinos 

foram realizados por Singh et al. (1984), que observaram a presença de estruturas 

ovarianas durante o ciclo estral em novilhas da raça Surti. Os autores constataram 

que 65,4% das novilhas cíclicas apresentavam folículos maiores que 8,0 mm no 

meio do ciclo, entre o 9º e o 13º dia. Outros registros de dinâmica folicular 

demonstram que esta espécie apresenta desenvolvimento ovariano semelhante aos 

bovinos, apesar de o número de folículos recrutados por onda de crescimento 

folicular ser menor em búfalas do que em fêmeas bovinas (BARUSELLI et al., 1997). 
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Assim, as diferenças fase-dependentes no número e qualidade de folículos antrais 

relatadas nestes estudos respaldam a hipótese de que o desenvolvimento folicular 

ocorre num padrão de ondas em búfalas, similar a bovinos. Embora a ocorrência de 

duas ondas foliculares seja a mais relatada em fêmeas bubalinas (MANIK et al, 

1994; BARUSELLI et al., 1997; ALI et al., 2003), também foi observado o padrão de 

uma (BARUSELLI et al., 1997) ou três ondas (MANIK et al., 1994; BARUSELLI et al., 

1997). Danell (1987) também observou a presença de duas ondas de crescimento 

folicular em novilhas bubalinas: a primeira onda com início entre o 3º e o 4º dia após 

o estro, permanecendo até o 13º dia do ciclo e a segunda começando no 9º dia, 

mantendo-se até o término do ciclo estral. 

 

 

4.1.4 Ciclo estral 
 

 

A baixa eficiência reprodutiva em búfalas está diretamente relacionada com a 

sua produtividade. Dentre os fatores relacionados a esse desempenho reprodutivo 

estão: maturidade tardia inerente, pobre expressão de cio no verão, padrão 

reprodutivo sazonal e intervalo entre partos prolongado (MADAN; RAINA, 1984; 

MADAN, 1988). 

Existem evidências de que, na espécie bubalina, o estro possui intensidade 

menor do que na bovina. Enquanto na fêmea bovina o comportamento de estro é 

previsível, na búfala, ao contrário, é muito variável e, por este motivo, é difícil 

predizer o momento exato da ovulação, provavelmente ocorrendo ao final do período 

estral (ZICARELLI, 1997). No Brasil, observando visualmente o estro de búfalas 

quatro vezes ao dia, Baruselli (1994) verificou duração média de 14,7±7,3 horas, 
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com a ovulação ocorrendo 16,9±6,5 horas após o final do estro. Na Itália Seren e 

Parmeggiani (1997) encontraram média de 20 horas, com variação de 4 a 64 horas. 

Os autores verificaram que a ovulação ocorreu em média 54,6 horas após o início do 

estro. 

A grande variação da duração do estro dos bubalinos (6 a 48 horas) torna o 

manejo de sua detecção mais trabalhoso e dificulta o emprego da inseminação 

artificial. Os bubalinos são poliéstricos estacionais de dias curtos, semelhantemente 

aos ovinos e caprinos, apresentando aumento da atividade reprodutiva nos meses 

de outono e inverno (BARUSELLI et al., 1996). 

Assim, dentre os fatores que afetam a eficiência reprodutiva de rebanhos 

bubalinos, a detecção de cio é o que mais se destaca, devido à apresentação de 

sintomatologia discreta e a necessidade de pessoal mais capacitado para sua 

identificação (BARUSELLI et al., 1997; ZICARELLI et al., 1997). 

 

 

4.2 ASPIRAÇÃO FOLICULAR E PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

 

 

4.2.1 Histórico 
 

 

A técnica de aspiração folicular guiada por ultra-sonografia foi desenvolvida 

na década de 80 do século passado, para atender à demanda por um procedimento 

de coleta de complexos cumulus-oócito (CCO) que fosse menos traumática que as 

abordagens cirúrgica ou por laparoscopia até então utilizadas, em humanos (VIANA; 

BOLS, 2005). Em 1987, Callesen et al. relataram pela primeira vez a utilização da 

técnica de aspiração folicular guiada por ultra-som para a recuperação de oócitos 
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bovinos em novilhas superestimuladas. A aspiração foi realizada no período pré-

ovulatório, resultando em 42% de taxa de recuperação. A aspiração folicular 

orientada por ultra-som foi posteriormente adaptada para uso veterinário (PIETERSE 

et al., 1988), passando a ser denominada “Ovum pick-Up” (OPU). 

Dentre as principais vantagens da técnica, está o fato de ser pouco invasiva, 

não depender de pré-estimulação hormonal e poder ser utilizada em qualquer fase 

do ciclo estral e, também, em animais pré-púberes e em início de gestação (VIANA; 

BOLS, 2005). Assim, esta técnica resolveu o principal problema relacionado ao uso 

comercial da fecundação in vitro (FIV) que era a recuperação de CCO em doadoras 

vivas, passando a ser considerada a melhor alternativa aos programas clássicos de 

produção de embriões por SOV (BOUSQUET et al., 1999), sendo rapidamente 

reconhecida como a técnica de eleição para a recuperação de CCO (GALLI et al., 

2001). 

A OPU foi usada pela primeira vez em fêmeas bubalinas em 1993, por Boni et 

al. (1994) que avaliaram o efeito da estimulação hormonal com a utilização de FSH 

em fêmeas Ítalo-Mediterrâneas em anestro. Desde então, a OPU tem sido aplicada 

em búfalas com relativo sucesso (PAVASUTHIPAISIT et al., 1994; BONI et al., 1995, 

1997, 1999; GALLI, 1998; NEGLIA et al., 2003, 2004; FERRAZ et al.; 2005; GUPTA 

et al., 2006, SÁ FILHO, 2006), ainda que a eficiência seja menor que em bovinos, 

em termos de folículos aspirados e de oócitos viáveis para PIVE. 

No Brasil, 40% dos embriões de bovinos transferidos em 2004 foram 

produzidos in vitro (CAMARGO et al., 2006), mostrando que a PIVE vem sendo 

utilizada com sucesso como instrumento para melhorar a produção no rebanho 

bovino. Entretanto, em bubalinos, a PIVE ainda apresenta limitações para uso 

comercial (OHASHI, 2006). 
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Apesar dos esforços dos pesquisadores do mundo todo, até o momento 

poucos bezerros bubalinos produzidos inteiramente pelo processo de OPU-PIVE 

foram obtidos. As primeiras descrições da aplicação da técnica de FIV em bubalinos 

foram feitas por Majundar et al. (1988) e Singh et al. (1989). Estes autores utilizaram 

oócitos maturados in vitro, fecundados com sêmen congelado e cultivados in vitro do 

estágio de zigotos até o estágio de mórula. Suzuki et al. (1991) relataram a primeira 

gestação em búfalas com embrião produzido in vitro, enquanto o primeiro registro de 

nascimento de um bezerro bubalino foi realizado na Índia, por Madan et al. (1991), 

mas com oócitos obtidos de ovários de matadouro. 

Em 1998, na Itália, foi relatado pela primeira vez o nascimento de três 

bezerros de nove embriões transferidos após a associação de OPU com PIVE em 

búfalas. Nesta experiência, os CCO recuperados foram maturados e fecundados in 

vitro, sendo que o cultivo in vivo foi realizado em oviduto de ovelha (GALLI et al., 

1998). Em 2003, Zicarelli et al. relataram o nascimento de dois bezerros produzidos 

in vitro, cujos embriões haviam sido vitrificados e transferidos para as receptoras, 

entretanto, cerca de vinte dias após o nascimento, os bezerros morreram.  

Hufana-Duran et al. (2004) relataram taxa de gestação de 16,36% para 

embriões bubalinos vitrificados (9/55), dos quais foram obtidos seis bezerros normais 

(10,91%). No Brasil, Baruselli (2004) obteve gestação de três animais (9,4%) dos 32 

embriões bubalinos transferidos após vitrificação. Em 2005, Baruselli e Carvalho 

relataram o nascimento de dois bezerros bubalinos produzidos pelo processo de 

PIVE. Sá Filho et al. (2006) obtiveram 14% de prenhez (1/7) com embriões 

bubalinos produzidos in vitro e transferidos a fresco e 8% de prenhez (2/25) quando 

foram transferidos após vitrificação. 
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Entretanto, apesar do marcante progresso nos processos de aspiração 

folicular, maturação e fecundação in vitro, os embriões bubalinos ainda apresentam 

baixa qualidade, evidenciando a necessidade de aprimoramentos nas diferentes 

etapas do processo de PIVE.  

Para que a técnica de OPU-PIVE se torne uma alternativa viável para a 

produção de embrião na espécie bubalina é necessário que alguns pontos críticos 

sejam sanados, entre eles, a elaboração de meios mais adequados e específicos 

para o processo de capacitação espermática e cultivo dos gametas e embriões e a 

utilização de animais em boas condições de manejo e alimentação, resultando em 

blastocistos de melhor qualidade com maior taxa de prenhez e desenvolvimento 

normal da gestação (OHASHI, 2006). 

 

 

4.2.2 Recuperação de complexos cumulus-oócito 

 

A otimização da recuperação de CCO e, consequentemente, o sucesso da 

aspiração folicular transvaginal depende de dois fatores principais: fatores 

físico/mecânicos (aparelho de ultra-som, procedimento de aspiração, pressão de 

aspiração, tipo de agulha e conseqüentes aprimoramentos nos equipamentos 

utilizados para OPU) e fatores biológicos (espécie, raça e idade da doadora, pré-

estimulação hormonal ou fase do ciclo estral) diretamente relacionados ao 

desenvolvimento e maturação intra-ovarianos de folículos e oócitos (BOLS et al., 

1997; SÁ FILHO, 2006). 

No que concerne aos fatores mecânicos, estes já foram intensamente 

estudados levando ao desenvolvimento, aprimoramento e/ou adaptação de diversas 

opções em sistemas de aspiração folicular, atualmente já testadas e plenamente 
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estabelecidas e difundidas (VIANA; BOLS, 2005). Entretanto, levando-se em conta 

os índices atualmente obtidos nas etapas de laboratório, o sucesso da PIVE está 

diretamente relacionado ao número e qualidade dos CCO que são destinados ao 

cultivo. 

 

 

4.2.2.1 Variáveis biológicas que afetam a aspiração folicular 

 

 

4.2.2.1.1 Disponibilidade de folículos para aspiração 

 

 

As características físicas dos equipamentos de ultra-sonografia como, por 

exemplo, a formação da imagem e sua resolução, possibilitam apenas a 

identificação e, consequentemente, a aspiração dos folículos em fase antral e com 

diâmetro superior a dois milímetros (VIANA; BOLS, 2005). No entanto, estes 

folículos são representativos de uma pequena fração do total de folículos presentes 

nos ovários, sendo que seu número depende da mobilização da reserva ovariana, 

do desenvolvimento folicular nas fases iniciais e de sua associação com o status 

metabólico e endócrino da doadora e da dinâmica do crescimento na fase antral. Por 

esse motivo, uma das principais estratégias para melhorar a recuperação de CCO 

destinados à FIV é maximizar o número e qualidade de folículos em fase antral e, 

conseqüentemente, disponíveis para aspiração (VIANA; BOLS, 2005). 

Em todas as fêmeas de mamíferos, a reserva de oócitos é estabelecida 

durante a vida fetal, sendo mobilizada gradualmente durante sua vida reprodutiva 

(VAN DER HURK, 2005). Apesar de ser uma das características mais importantes 

na determinação do potencial de uma determinada fêmea como doadora, quer seja 
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de oócitos ou embriões, não existe um procedimento preciso para sua avaliação in 

vivo. Na medicina humana, são adotados testes indiretos de reserva ovariana, 

baseados na relação inibina/FSH circulantes, mas com precisão limitada e objetivos 

diferentes. Contudo, parece haver uma relação entre tamanho da reserva de 

folículos primordiais e a proporção de folículos que iniciam seu desenvolvimento 

(HIRSHFIELD, 1994). Desta forma, o número de folículos em fase antral observado 

durante o ciclo estral pode refletir, pelo menos em parte, a reserva de folículos 

primordiais presente (GÜLEKLI et al., 1999). 

Variações significativas no número de folículos em desenvolvimento nos 

ovários são relatadas entre indivíduos e entre raças (BONI et al., 1997) e a reserva 

ovariana pode ser a chave para explicar diferenças nos resultados de IA, SOV/FIV e 

TE obtidos em determinados grupamentos genéticos. Entretanto, em animais em 

produção esta relação pode ser obscurecida por diferentes fatores que interferem no 

processo de recrutamento folicular, como balanço metabólico, condição corporal, 

condições ambientais, entre outros (VIANNA; BOLS, 2005).  

Os fatores responsáveis pelos estágios iniciais de desenvolvimento folicular 

são pouco conhecidos (FORTUNE, 2003). As fases iniciais do crescimento folicular 

não dependem da estimulação pelos hormônios hipofisários e são controladas por 

fatores intraovarianos. Diversos fatores com ação positiva (IGF-I, EGF, TGF-α, 

bFGF, GDF9, BMP15, ativina, IL-1β, NO) ou atretogênica (TNF-α, folistatina, 

andrógenos, radicais livres, IL-6) sobre o desenvolvimento e sobrevivência folicular 

vêm sendo caracterizados (ERICKSON; SHIMASAKI, 2001). A complexidade das 

interações entre estes fatores e a natureza autócrina e parácrina de sua ação, 

tornam a manipulação das fases iniciais do crescimento folicular bastante complexa. 

Neste contexto, o uso do bST em bovinos com o objeto de aumentar o número de 
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folículos em crescimento, efeito este atribuído ao aumento na concentração intra-

ovariana de IGF-1, tem sido uma abordagem relativamente bem sucedida. Seu uso 

foi proposto como uma alternativa para maximizar os resultados da aspiração 

folicular (BURATINI JR. et al., 2000). Entretanto, os resultados desta e de outras 

estratégias de manipulação indireta das fases iniciais do crescimento folicular, como 

a indução de balanço energético positivo, são limitadas pela reserva ovariana das 

doadoras. 

Quando o folículo atinge a fase antral, os fatores associados ao controle de 

seu crescimento são mais conhecidos e, consequentemente, mais controláveis. O 

número de folículos em fase antral varia ao longo do ciclo estral, em função do 

padrão de crescimento folicular característico dos bovinos e bubalinos 

(DRIANCOURT, 2001). Cada onda de crescimento folicular é caracterizada pela 

mobilização de um conjunto de folículos entre dois e quatro milímetros, diâmetro que 

também coincide com o estágio no qual o oócito adquire competência para sofrer 

maturação, meiose e manter o posterior desenvolvimento embrionário in vitro 

(HENDRIKSEN et al., 2004). Nesta fase, o estabelecimento da dominância folicular 

é o principal fator que afeta a qualidade do pool de folículos em desenvolvimento.  

A dominância folicular, mecanismo de determinação da taxa de ovulação 

espécie-específica, baseia-se na inibição da liberação do FSH por meio da secreção 

de estradiol e inibina pelo FD (CROWE, 1999). Desta maneira, a presença de FD 

interfere tanto no número quanto na viabilidade dos folículos disponíveis para SOV 

(BUNGARTZ; NIEMANN, 1994) e também para aspiração folicular. A coleta de CCO 

no início do ciclo estral (coincidindo com a primeira onda de crescimento folicular), 

após a sincronização da onda de crescimento ou após a remoção mecânica do FD 
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resultam na recuperação de um maior número de CCO e/ou em um maior potencial 

de desenvolvimento in vitro dos mesmos (MACHATKOVA et al., 2000). 

A redução do intervalo entre coletas sucessivas também tem sido utilizada 

para minimizar os efeitos da dominância folicular (PETYIM et al., 2003). Entretanto, a 

constante remoção dos folículos em desenvolvimento, combinada à ausência de CL, 

pode alterar o perfil endócrino e o padrão de crescimento folicular das doadoras 

(VIANA et al., 2004).  

O aumento da concentração circulante de FSH pela administração de 

gonadotrofinas exógenas ou pela imunização contra inibina tem sido descrita como 

abordagem alternativa (BLONDIN et al., 2002; VIANA et al., 2003). Apesar do efeito 

positivo no número e qualidade dos CCO recuperados, esta estratégia apresenta 

alguns dos inconvenientes da produção de embriões pela SOV convencional, 

particularmente quanto ao intervalo necessário entre os tratamentos (GASPARRINI, 

2006). 

 

 

4.2.2.1.2 Recuperação oocitária 

 

 

A baixa taxa de recuperação de oócitos imaturos é o maior fator limitante na 

PIVE na espécie bubalina. Quando se emprega a OPU (folículos entre 2,0 e 8,0 mm 

de diâmetro) como método de recuperação oocitária, a média de recuperação de 

oócitos totais por ovário é variável: 0,7 (TOTEY et al., 1992), 1,7 (DAS et al., 1996), 

e 2,4 (KUMAR et al., 1997). Em função da alta incidência de atresia, a média de 

recuperação de oócitos de boa qualidade por ovário é ainda mais reduzida: 0,4 

(TOTEY et al., 1992; MADAN et al., 1994), 0,9 (DAS et al., 1996), 1,76 (SAMAD et 

al., 1998), e 2,4 (GASPARRINI et al., 2000). A recuperação de oócitos é, portanto, 
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muito mais baixa quando comparada com a espécie bovina, na qual em média oito a 

12 oócitos de boa qualidade são obtidos por ovário (GORDON, 1994). 

Baruselli et al. (1997) observaram uma média de 7,6 folículos recrutados 

durante a primeira onda de desenvolvimento folicular em fêmeas bubalinas. Ohashi 

et al. (2003), utilizando ovários de matadouro obtidos de fêmeas bubalinas e fêmeas 

zebuínas observaram redução no número de folículos e oócitos recuperados por 

ovário na fêmea bubalina, em comparação com a zebuína (4,5±1,9 x 8,7±5,9 

folículos e 2,2±1,1 x 4,1±2,3 oócitos, respectivamente). Recentemente foi 

demonstrado reduzido número de folículos ovarianos (3,7) em fêmeas bubalinas 

ciclando e submetidas à sessão de aspiração folicular uma vez por semana 

(GRUPTA et al., 2006). 

Essas informações não são surpreendentes se considerarmos alguns 

aspectos fisiológicos peculiares da espécie bubalina. Primeiro, observa-se menor 

número de folículos primordiais no ovário da búfala, variando de 10.000 a 19.000 

(SAMAD; NASSERI, 1979; DANELL, 1987) em comparação aos 150.000 em 

bovinos (ERIKSON, 1966). Segundo, o número de folículos antrais é menor durante 

todo o ciclo estral (KUMAR et al., 1997). Danell (1987) e Le Van Ty (1989) 

observaram uma diferença de 20% no número de folículos antrais encontrados nos 

ovários bubalinos quando comparados aos ovários bovinos. Por último, existe alta 

incidência de atresia folicular, chegando a 82% in vivo (OCAMPO et al., 1994) ou 

92%, como observado em ovários de matadouro (PALTA et al., 1998). 

Diversos estudos têm demonstrado a influência do momento da onda folicular 

tanto na taxa de recuperação oocitária como na eficiência da produção embrionária 

(MACHATKOVÁ et al., 2000; SENEDA et al., 2001; VASSENA et al., 2003; 

HENDRIKSEN et al., 2004). O número de oócitos recuperados é maior quando a 
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aspiração é realizada na fase de desenvolvimento inicial da primeira onda de 

crescimento folicular (MACHATKOVÁ et al., 2004). Este resultado provavelmente é 

decorrente do maior número de folículos pequenos (4,0 mm), o que proporciona 

maiores taxas de recuperação (SENEDA et al., 2001). 

 

 

4.2.2.1.3 Competência oocitária 

 

 

A diferença mais marcante entre os oócitos bovinos maturados in vitro e 

aqueles maturados in vivo é seu potencial de desenvolvimento, uma vez que não 

apresentam diferenças significativas no que diz respeito à maturação nuclear, taxas 

de fecundação e clivagem, sugerindo que as maiores diferenças encontram-se na 

maturação citoplasmática dos oócitos (HYTTEL et al., 1997). Ao reiniciar a meiose 

durante a maturação, tanto in vivo como in vitro, a habilidade de produzir proteínas 

nos oócitos não é afetada, porém, estes perdem a capacidade de sintetizar RNA 

(SIRARD; COENEN, 1994; BLONDIN; SIRARD, 1995; FOULADI NASHTA et al., 

1998). Essa capacidade somente será restabelecida plenamente após a ativação do 

genoma do embrião, durante a fase denominada transição materno-zigótica, que no 

bovino ocorre no quarto ciclo celular, quando o embrião entra nos estágios de 8 a 16 

células (BREVINI GANDOLFI; GANDOLFI, 2001). 

O oócito é responsável por conter as instruções necessárias para dirigir as 

primeiras divisões zigóticas e a ativação do genoma embrionário (SIRARD, 2001). 

Antes da ativação do genoma do embrião, o desenvolvimento embrionário é 

suportado por RNA e proteínas maternas, sintetizados durante a oogênese. 

No oócito, ao contrário do que ocorre com qualquer outra célula somática, o 

intervalo entre a síntese e a utilização do RNA e moléculas protéicas pode ser de 
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várias semanas. Existe uma série de estratégias para o armazenamento dessas 

moléculas em uma forma quiescente e seu emprego no tempo certo ao longo da 

maturação do oócito e desenvolvimento embrionário inicial (BREVINI GANDOLFI; 

GANDOLFI, 2001). A eficiência de tal armazenamento, assim como a reativação 

oportuna das moléculas armazenadas determina a qualidade do oócito e a sua 

competência para o desenvolvimento embrionário. 

Dessa maneira o cultivo in vitro possibilita aos oócitos bovinos expressarem 

somente seu próprio potencial de desenvolvimento, de forma que a produção in vitro 

é limitada pelas características iniciais dos oócitos cultivados (SIRARD, 2001). 

Portanto, oócitos de boa qualidade, com boas características morfológicas e de 

desenvolvimento, são o primeiro requisito para o sucesso da produção in vitro de 

embriões (SENEDA et al., 2001). 

Alguns estudos descrevem a relação entre o potencial de desenvolvimento do 

oócito e o diâmetro do folículo (OTOI et al., 1997) o que, indiretamente, aponta para 

uma conexão entre o crescimento do oócito e sua competência para o 

desenvolvimento após fecundação in vitro e cultivo. Yang et al. (1997) observaram 

taxas crescentes de maturação nuclear e desenvolvimento embrionário de oócitos 

oriundos de folículos com diâmetros de 1,0 até 8,0 mm. Essa informação corrobora 

aquela descrita por Pavlock et al. (1992), quando estes autores observaram que 

oócitos de folículos com 1,0 a 2,0 mm foram ineficientes em produzir embriões in 

vitro. Lonergan et al. (1994) experimentaram melhor desenvolvimento in vitro de 

oócitos recuperados de folículos maiores que 6,0 mm, comparados a oócitos de 

folículos de 2,0 a 6,0 mm. Outros estudos não encontraram diferenças na 

competência de oócitos oriundos de folículos de 3,0 a 5,0 mm ou 6,0 a 8,0 mm 

(BLONDIN; SIRARD, 1995; HAGEMANN et al., 1997). Essa discrepância deve estar 
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atribuída ao fato de que, naqueles estudos, folículos de 2,0 mm estavam inclusos no 

grupo de pequenos folículos, pois se sabe que estes oócitos não completaram sua 

fase de desenvolvimento e síntese de RNA e, portanto, não são competentes 

(HENDRIKSEN et al., 2000). 

A influência do diâmetro do oócito na progressão da maturação nuclear e 

produção in vitro de embriões foi bem estudada por Hyttel et al. (1997) e.Otoi et al. 

(1997) Os resultados descritos pelos dois grupos de pesquisadores foram bastante 

similares e sugerem que o oócito adquire a competência para reiniciar a meiose 

quando seu diâmetro atinge entre 110-115 μm. Entretanto, o potencial de 

desenvolvimento embrionário se estabelece mais tardiamente, no momento em que 

o oócito alcança um diâmetro de 120 μm. O crescimento do oócito e do folículo são 

eventos paralelos, de modo que o oócito atinge 110 μm quando seu folículo atinge 

3,0 mm e o diâmetro de 120 μm para o oócito será encontrado em folículos maiores 

de 3,0 mm. A capacidade de progressão da meiose in vitro aumenta de 21,2% para 

80,7% quando se utilizam oócitos com 120 μm em relação aos com diâmetros 

inferiores a 100 μm (FAIR et al., 1996). 

Em fêmeas bubalinas, as taxas de fecundação, clivagem e desenvolvimento 

embrionário são aumentadas quando os CCO são obtidos de folículos grandes (>8,0 

mm) em relação aos obtidos de folículos médios (3,0 a 8,0 mm) e pequenos (>3,0 

mm), sendo que oócitos derivados de folículos médios promovem melhores 

resultados em relação aos de folículos pequenos (RAGHU et al., 2002). Neste 

mesmo estudo, os autores observaram relação entre o diâmetro do oócito e a taxa 

de produção de blastocistos. A média do diâmetro dos oócitos obtidos em diferentes 

diâmetros foliculares foi de 146,4 μm, porém maiores taxas de blastocistos foram 

obtidas quando os oócitos alcançavam tamanhos superiores a 145 μm. Yousaf e 
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Chohan (2003) sugerem que a capacidade oocitária em alcançar a maturação 

nuclear é dependente do diâmetro folicular e que os melhores resultados são obtidos 

quando se utiliza aspiração de folículos >4,0 mm de diâmetro. 

Apesar do diâmetro folicular ser utilizado como indicativo da capacidade de 

desenvolvimento in vitro em bovinos, em geral 60 a 80% dos oócitos selecionados 

dos CCO coletados de folículos de 2,0 a 6,0 mm não se mostram competentes e 

portanto, não atingem o estágio de blastocisto (ZUELKE; BRACKET, 1993; SIRARD, 

2001). 

A aspiração folicular durante fases aleatórias do ciclo estral, pode gerar até 

85% de oócitos atrésicos, já que o período de total eliminação do oócito leva cerca 

de uma a duas semanas (KRUIP et al., 1982). Portanto, a aspiração de folículos de 

mesmo diâmetro pode gerar diferentes resultados devido às grandes variações dos 

momentos fisiológicos (desenvolvimento e atresia) dos oócitos obtidos (VASSENA et 

al., 2003). 

O CCO é a última porção do folículo a ser afetada pela atresia e, mesmo em 

estados avançados de atresia folicular, apenas 25% dos complexos apresentam 

sinais claros de degeneração (HENDRIKSEN et al., 2000). Folículos com mais de 

73% de células apoptóticas ainda podem oferecer oócitos competentes 

(HAGEMANN et al., 1999). Os estágios iniciais de atresia folicular não afetam 

negativamente o potencial do oócito, pelo contrário, parecem estimular a 

competência do oócito para desenvolver-se (BLONDIN et al., 1997). A competência 

do oócito somente será comprometida por estágios avançados de atresia 

(HAGEMANN et al., 1999). 

A atresia é predominantemente induzida durante a fase de dominância de 

uma onda folicular. Hagemann et al. (1999) avaliaram o efeito da dominância 
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folicular sobre a competência dos oócitos dos FS. As melhores taxas de produção 

de blastocistos foram obtidas de oócitos recuperados durante a fase de crescimento 

da onda folicular (dias 2 e 10 do ciclo) comparadas a de oócitos aspirados durante a 

fase de dominância (dias 7 e 15 do ciclo). 

Hendriksen et al. (2000) compararam oócitos obtidos nos dias 2, 5 e 8 da 

onda folicular, a qual foi induzida pela ablação de todos os folículos grandes. Os 

resultados indicaram uma menor competência de oócitos recuperados durante a 

fase mais avançada de dominância (dia 8), em relação à fase de crescimento (dia 2) 

ou de dominância inicial (dia 5). 

Essa variação pode estar diretamente relacionada ao fato de que o oócito, 

para ser fecundado in vivo, é obtido através da ovulação de um folículo saudável, 

durante uma fase específica do ciclo estral e os oócitos aspirados para a produção 

in vitro são obtidos de folículos em diferentes estágios do desenvolvimento 

(LONERGAN et al., 1994; HENDRIKSEN et al., 2000), em fases distintas do ciclo 

estral (MACHATKOVA et al., 1996), portanto expostos a diferentes concentrações 

de FSH, o que pode levar a uma diminuição na competência oocitária 

(MACHATKOVA et al., 2004). 

Vários estudos têm demonstrado que a fase do ciclo estral e inclusive do 

desenvolvimento folicular influenciam a competência oocitária, uma vez que o 

diâmetro do folículo afeta diretamente o oócito (MACHATKOVA et al., 2004). Em 

alguns estudos (PAVLOK et al., 1992; LOONERGAN et al., 1994; ARLOTTO et al., 

1996; HAGEMANN et al., 1999), observou-se que oócitos provenientes de folículos 

maiores se desenvolvem melhor in vitro e o aumento na produção de embriões de 

oócitos aspirados de folículos médios e grandes quando comparado a folículos 

pequenos. Provavelmente devido à fase de dominância do ciclo estral, na qual o FD 
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afeta negativamente a competência oocitária dos FS, é induzido o avanço no estágio 

de atresia (HENDRIKSEN et al., 2004). Machatkova et al. (1996), comparando a 

aspiração em diferentes estágios do ciclo estral, demonstraram que oócitos 

coletados nos dias 14 a 16 do ciclo apresentavam melhores índices de competência 

para o desenvolvimento até blastocisto quando comparados aos aspirados nos dias 

7, 8 e 9. Por outro lado, oócitos coletados de folículos subordinados nos dias 2, 3 e, 

principalmente, no dia 7 da onda folicular, demonstram menor competência que 

aqueles recuperados no dia 5 (VASSENA, 2003).  

Dessa maneira o desenvolvimento até blastocisto é significativamente maior 

em oócitos coletados durante a fase de crescimento folicular em comparação 

àqueles coletados na fase de dominância, independente do diâmetro do folículo, 

porém a competência oocitária tende a aumentar em oócitos oriundos de folículos 

maiores (HAGEMAN, 1999; MACHATKOVA et al., 2000). 

Em bovinos, existe forte correlação entre morfologia e competência oocitária 

em termos de rendimento embrionário após PIVE (RAMOS et al., 2006). Chauhan et 

al. (1997) estabeleceram um esquema de classificação baseado na avaliação 

microscópica da morfologia oocitária, que pode ser usado para predizer o 

rendimento embrionário em búfalas. Segundo os autores, os CCO são classificados 

em Grau 1 (CCO compactados, com massa do cumulus não expandida, tendo 

número de camadas de células do cumulus ≥ 5 e citoplasma homogêneo), Grau 2 

(CCO com número de camadas de células do cumulus ≤ 4 e com citoplasma 

homogêneo) ou Grau 3 (oócitos sem células do cumulus e citoplasma heterogêneo). 

O fato das taxas de maturação e clivagem, assim como a proporção de embriões 

clivados que se desenvolvem aos estágios de mórula e blastocisto, decrescerem 
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linearmente de Grau I a Grau III faz deste um critério plenamente confiável 

(GASPARRINI, 2002). 

 

 

4.2.3 Intervalo entre aspirações 
 

 

O êxito da associação entre as técnicas de OPU e PIVE depende da 

qualidade e da quantidade de oócitos recuperados, variáveis que, direta ou 

indiretamente, afetam a eficácia dos sistemas de maturação, fecundação e cultivo in 

vitro dos embriões (ARLOTTO et al., 1996; HENDRIKSEN et al., 2000). 

Diversos fatores mecânicos relacionados ao procedimento de aspiração 

folicular já foram associados às alterações que ocorrem na taxa de recuperação 

oocitária, na integridade dos CCO e em seu potencial de desenvolvimento sob 

condições de cultivo in vitro (BOLS et al., 1996, 1997; HASHIMOTO et al., 1999; 

WARD et al., 2002). Contudo, uma expressiva parte da variação observada nos 

resultados de OPU parece estar relacionada ao estágio de desenvolvimento das 

populações foliculares ovarianas no momento em que são aspiradas. 

Os bovinos apresentam ondas de crescimento e regressão de folículos 

ovarianos durante o ciclo estral (SIROIS; FORTUNE, 1988; KNOPF et al., 1989; 

TAYLOR; RAJAMAHENDRAN, 1991). De maneira similar, o padrão de duas e três 

ondas de desenvolvimento folicular já foi reportado em bubalinos (BARUSELLI et al., 

1997; MANIK et al., 1998). Outros estudos têm demonstrado também a ocorrência 

de uma onda de desenvolvimento folicular em búfalos, (AWASTHI et al., 2006).  

A seleção de FD, em sucessivas ondas foliculares, determina a flutuação no 

número e estágio de desenvolvimento dos folículos disponíveis para aspiração em 

diferentes momentos durante o ciclo estral (VIANA et al., 2004). A seleção do FD 
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também é apontada como uma das principais fontes de variação nos resultados de 

SOV (HAHN, 1992; ADAMS, 1994).  

A retirada de populações foliculares por OPU resulta no estabelecimento de 

nova onda de desenvolvimento folicular (GARCIA; SALAHEDDINE, 1998), sendo 

esse procedimento também utilizado para sincronizar estágios de crescimento 

folicular (ADAMS, 1994; BO et al., 1995). O estágio de desenvolvimento dos 

folículos no momento subseqüente à aspiração, em fêmeas submetidas a 

sucessivas sessões de OPU, depende do intervalo entre as aspirações (VIANA et 

al., 2004). 

Diferentes programas de OPU foram avaliados em raças bovinas européias 

(Bos taurus) com intervalos variando entre dois e 100 dias, na tentativa de aumentar 

o número e qualidade dos oócitos recuperados (STUBBINGS et al., 1990; 

PIETERSE et al.,1991; GIBBONS et al.,1994; BONI et al., 1997; REIS et al., 2002; 

PETYIM et al., 2003). 

Em bovinos, o intervalo entre aspirações sucessivas influencia tanto a 

qualidade quanto a quantidade de oócitos recuperados (MERTON et al., 2003). Após 

a aspiração dos folículos presentes no ovário a emergência de uma onda nova de 

desenvolvimento folicular é induzida em 1,5 dias (ADAMS et al., 1992). Um número 

maior de CCO por sessão é coletado em intervalos de sete dias em relação a 

intervalos de três ou quatro dias. No entanto, a qualidade morfológica dos oócitos, 

isto é, o número de células do cumulus, é melhor quando se empregam intervalos de 

três a quatro dias em relação aos de sete dias (MERTON et al., 2003). 

Viana et al. (2004), avaliando vacas Gir sob condições tropicais, relataram 

que o intervalo entre aspirações a cada sete dias ou de três a quatro dias não afetou 

a qualidade de folículos aspirados. No entanto, quando a aspiração foi realizada a 
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cada sete dias, observou-se aumento no número de oócitos obtidos por sessão, 

resultando em maior taxa de recuperação. Os autores também observaram uma 

porcentagem maior de oócitos selecionados para produção in vitro quando as 

aspirações foram realizadas intensivamente, comparado a intervalos de sete dias, 

assim como uma produção embrionária maior. 

Outros autores não observaram diferenças na utilização de diferentes 

intervalos entre as aspirações na quantidade de oócitos recuperados (GIBBONS et 

al., 1994; BROADBENT et al., 1997; GARCIA; SLAHEDDINE, 1998). Broadbent et 

al. (1997) não observaram diferenças no número de folículos visualizados, no 

número de folículos aspirados, no número de oócitos recuperados e na taxa de 

recuperação entre animais aspirados uma ou duas vezes por semana. 

Grupta et al. (2006) trabalhando com búfalas da raça Murrah submetidas à 

aspiração folicular uma vez por semana relataram que o número de folículos 

pequenos, médios e grandes e o número total de folículos observados por animal e 

por sessão não apresentaram diferença entre os animais ou entre as sessões de 

aspiração. A média de folículos aspirados foi de 3,0±0,3 e a média de recuperação 

oocitária foi de 2,0±0,3 por animal por sessão, com taxa de recuperação de 68%. Os 

autores concluíram que a aspiração realizada uma vez por semana não causou 

nenhum efeito adverso no crescimento folicular e na recuperação oocitária. 

Manjunatha et al. (2007), trabalhando com búfalas indianas, avaliaram os 

efeitos da OPU realizada duas vezes por semana durante 12 semanas sob a 

recuperação de oócitos e relataram que a média de folículos observados por animal 

por sessão não diferiu entre os animais ou entre as sessões. O número médio de 

folículos observado foi de 3,62±0,32. Foram aspirados em média 2,90±0,15 e foram 

recuperados, em média, 1,21±0,07 por animal por sessão, com uma taxa de 
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recuperação média de 42%. Deste total, 64% foram destinados à PIVE resultando 

em uma taxa de embriões transferíveis de 32% o que demonstrou que a realização 

da OPU duas vezes por semana pode ser aplicada repetidamente, sem nenhum 

efeito adverso ao crescimento folicular e recuperação oocitária, sendo que a 

utilização destes oócitos para a PIVE resulta em uma taxa razoável de produção 

embrionária, em búfalas. 

 

 

4.3. AÇÃO HORMONAL DA SOMATOTROPINA 

 

 

O processo de foliculogênese é controlado por fatores endócrinos, 

representados pelas gonadotrofinas, inibinas, prolactina, esteróides e por complexos 

fatores locais, como as prostaglandinas, a ocitocina, o hormônio do crescimento e os 

fatores de crescimento. Os fatores de crescimento são complexos sistemas que 

desempenham papel regulatório e modulatório sobre as funções ovariana e uterina, 

resultando em efeitos tróficos sobre o endométrio e o embrião, bem como sobre o 

crescimento e regeneração tissulares (JENNISCHE et al., 1992). 

O eixo somatotrópico é tido como componente essencial para a diferenciação 

de diversas células e tecidos, sendo formado pelo hormônio do crescimento (GH), o 

receptor de GH, o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-I), as proteínas 

carreadoras de IGF, e os receptores de IGF (RADCLIFF et al., 2004).  

Entre as influências do eixo somatotrópico sobre as funções ovarianas estão 

suas ações no eixo hipotálamo-hipofisário, modulando a secreção de 

gonadotrofinas, bem como, sua própria ação sob as gônodas (LUCY, 2000; 

ARMSTRONG et al., 2001, GONG, 2002; BILBY et al., 2004; HUNTER et al., 2004). 
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Sabe-se atualmente, que o GH e o IGF-I podem exercer efeitos estimulatórios e/ou 

sinérgicos em diferentes níveis hipotálamo-hipofisário-gonadal, no trato reprodutivo, 

na genitália externa e na glândula mamária (CHANDRASHEKAR; ZACZEK; 

BARTKE, 2004).  

 

 

4.3.1. Somatotropina bovina recombinante (bST) 

 

 

A somatotropina bovina (bST) ou hormônio de crescimento (GH) foi 

identificada, a partir da hipófise bovina, por influenciar vários processos metabólicos 

e fisiológicos (LUCY, 2000, KOZICKI et al., 2005).  

Visando, inicialmente, o aumento da produção leiteira em ruminantes 

(BORGES et al, 2001), foram desenvolvido processos de produção da bST em 

escala industrial, a partir da técnica de DNA recombinante (SANTOS et al., 2001) e 

desde então, a utilização de bST exógena tem sido amplamente utilizada tanto com 

a finalidade de aumentar a produção leiteira quanto para produzir melhores índices 

reprodutivos em resposta ao tratamentos superovulatórios. 

Em bovinos, a aplicação de 500mg de bST em intervalos de 14, 21 ou 28 dias 

têm demonstrado aumento significativo na produção leiteira (HARTNELL et al., 

1991, BAUMAN et al.,1992, LUCCI et al., 1998) e o seu uso para fins produtivos 

também já foi relatado em outras espécies, entre elas, a ovina (FERNANDES et al., 

1995), a caprina (GALO et aI.,1997), bem como a bubalina (POLIDORI et al., 1997). 

Um dos primeiros relatos da utilização de GH em vacas superovuladas foi 

realizado por Gong et al. (1991) onde foi observado um aumento na população de 
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folículos antrais mediado por aumento da concentração de IGF-1 e insulina 

circulante (GONG et al., 1993). 

A associação de GH e FSH em protocolos de SOV em vacas favorece, não só 

um aumento na população de folículos antrais, como também melhora a maturação 

oocitária e aumenta a quantidade de embriões transferíveis (GONG et al., 1993, 

HERRLER et al., 1994). Ao utilizar bST em fêmeas bubalinas, Soogsasen et al. 

(1999) também observaram o aumento no número de embriões transferíveis por 

coleta, demonstrando uma significante melhora no protocolo de SOV com a 

associação de GH e FSH.  

Outras vantagens em se utilizar o GH exógena em vacas superovuladas 

seriam de auxiliar no desenvolvimento nos estágios embrionários iniciais e aumentar 

as taxas de prenhez (GONG et al., 1996; THATCHER et al., 2001; MOREIRA et al., 

2002b). 

Inúmeros trabalhos tem demonstrado os efeitos do tratamento com bST na 

alteração da população folicular de diferentes espécies, entre elas bovinos taurinos 

(GONG et al., 1991, DE LA SOTA et al, 1993, GONG; BRAMLEY; WEBB, 1993, 

LUCY et al., 1993, ROTH et al., 2002), em zebuínos (CARTER et al., 1998, 

BURATINI JR.et al., 2000), como também em ovinos (JOYCE et al., 2000) e 

bubalinos (BARUSELLI et al., 2003). 

Segundo, KRISBY et al. (1997), o número de folículos com diâmetro de 3 a 5 

mm e de 6 a 9 mm é maior em vacas tratadas com BST em relação àquelas não 

tratadas e esse efeito seria devido a ação deste hormônio na fase de recrutamento 

do crescimento folicular, o que não afetaria a seleção de folículos grandes e a taxa 

de ovulação. 
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Por outro lado, outros autores, (BOLS et al., 1998) relataram que o número e 

a qualidade dos oócitos, assim como o número de blastocistos cultivados in vitro não 

foi afetado em animais tratados com bST, embora o recrutamento de folículos tenha 

aumentado antes da aspiração. Diversos estudos têm comprovado a tendência em 

melhorar a qualidade de oócitos em animais tratados com bST (PAVLOK et al., 

1996; BEVERS et al., 1997; PIVATO et al., 1999). 

BURATINI JR.et al. (2000) relataram que o tratamento bST em novilhas Bos 

taurus indicus aumentou a concentração plasmática de IGF-l, resultando em um 

aumento de 36% do número de folículos pequenos (<5mm) quando comparado a 

novilhas tratadas com solução fisiológica. Joyce et al. (2000) observaram aumento 

no número de folículos pequenos (>2mm) e uma redução no número de folículos de 

médios (>0,25 a 0,5mm) em ovelhas tratadas com bST. Lucy et al. (1993) relataram 

aumento na população de folículos de 3 a 9 mm quando comparados a vacas 

tratadas com solução fisiológica.  

Em fêmeas bubalinas o bST aumentou ao redor de 20% (15,6±3,7 x 12,4±3,6) 

o número de folículos >3mm recrutados após o tratamento com benzoato de 

estradiol e dispositivo intravaginal de progesterona em programas de superovulação 

e transferência de embriões (BARUSELLI et al., 2003).  

O uso de bST promove aumento do IGF-1 no fluido folicular (HERRLER et al., 

1994), e isso pode ser relacionado com a melhora da qualidade oocitária, e dessa 

forma, com melhores resultados na maturação e na formação in vitro de blastocistos. 

A adição de IGF-1 (MARKKULA; MAKAREVICH, 2001) ou de bST (IZADYAR et al., 

1996) ao meio da maturação in vitro tem auxiliado a maturação nuclear e a 

capacidade de desenvolvimento dos oócitos, refletidas no aumento da formação de 



REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

59

blastocistos. Além disso, o uso da somatotropina pode evitar a degeneração atrésica 

dos oócitos (PAVLOK et al., 1996). 

O efeito do bST no desenvolvimento dos folículos antrais é mediado por 

aumentos nas concentrações séricas de IGF-1 e/ou insulina (KIRBY et al., 1997, 

BURATINI JR. et al., 2000, LUCY, 2000, CUSHMAN et al., 2001, ROTH et al., 2002). 

Sugere-se que somente doses de bST capazes de promover aumento nas 

concentrações de IGF-1 aumentem o número de folículos pequenos (GONG et al., 

1993; 1997).  

Os efeitos do tratamento com bST no aumento da população folicular ocorre 

ao redor de 3 dias após a sua administração e está relacionado com o aumento dos 

níveis circulantes de GH, IGF-I e insulina (GONG, 2002). Diversos estudos foram 

conduzidos para avaliar a importância relativa do GH, IGF-l ou da insulina no 

aumento do número de folículos recrutados por onda de crescimento folicular 

(GONG; BRAMLEY; WEBB, 1993; LUCY et al, 1993; GONG et al., 1997; BURATINI 

JR.et al., 2000).  

Existe a associação temporal entre a aplicação de bST, o aumento na 

concentração de GH, IGF-l e insulina no sangue e, conseqüentemente, o incremento 

na população folicular (GONG; BRAMLEY; WEBB, 1993). Gong et aI. (1997) relatam 

que a administração de diferentes doses de bST em novilhas resultam em aumento 

das concentrações de GH, no entanto somente altas doses de bST foram 

associadas ao incremento das concentrações de IGF-l e insulina. Os autores 

somente observaram alterações na população folicular quando os animais 

apresentaram aumento nas concentrações de IGF-l e não quando somente houve 

aumento somente do GH (GONG et al., 1997). Deste modo, parece que o 
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incremento na população folicular é mais associado a mudanças nas concentrações 

de IGF-l e insulina do que nas concentrações de GH.  

Lucy et al. (1993) observaram expressão baixa de receptor para somatotrofina 

em folículos ovarianos em bovinos. Kirby et al. (1996) não encontraram alterações 

na expressão de RNAm codificadores de IGF-I, IGFBP-2 e IGFBP-3 no ovário, útero 

e oviduto de bovinos após o tratamento com bST. Estes estudos reforçam a hipótese 

de que o incremento na população folicular provavelmente não seja decorrente de 

efeitos diretos do bST no ovário e sim por alterações nas concentrações de IGF-I 

e/ou insulina.  

Uma das mudanças obtidas com a administração de bST é o aumento das 

concentrações intrafoliculares de IGF-1 (ROTH et al., 2002), o que poderia resultar 

em aumento da eficiência do desenvolvimento embrionário in vitro. Receptores de 

somatotropina e IGF-1 têm sido encontrados em oócitos bovinos imaturos e nas 

células da granulosa e do cumulus (SPICER et al., 1994; SPICER; STEWART, 1996; 

IZADYAR et al., 1997; KÖLLE et al., 1998; YOSHIDA et al., 1998; LONERGAN et al., 

2000).  

 

 

4.3.2. Fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-I) 

 

 

O fator de crescimento semelhante à insulina tipo I (insulin like growth factor-I; 

IGF-I) é um peptídeo com baixo peso molecular e características estruturais à pró-

insulina, conhecido como somatomedina. Ele é membro de uma família de peptídeos 
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relacionados à insulina e está relacionado à maturação do oócito, ovulação, 

implantação e embriogênese (YOSHIMURA, 2003).  

Os IGF-I está diretamente ligado ao crescimento e diferenciação da maioria 

das células e tecidos do organismo, bem como a própria sobrevivência (DAFTARY; 

GORE, 2005). O sistema é composto de IGF-I e IGF-II, receptores, proteínas de 

ligação e as proteases das proteínas de ligação e, além dos efeitos mitogênicos 

sobre o metabolismo e crescimento celulares em resposta ao estímulo de GH 

(COHICK, 1998), mas também exercem, localmente, efeitos parácrinos e autócrinos 

sobre a proliferação de diversas células somáticas, como nas gônadas 

(YOSHIMURA, 2003; CHANDRASHEKAR; ZACZAK; BARTKE, 2004). 

A maior parte de receptores para a somatotropina é encontrada no fígado, 

sendo grande parte do IGF-I circulante produzido no organismo oriundo da síntese 

hepática (LUCY, 2000). No entanto, as ações locais do IGF-I não dependem do 

estímulo do GH por via hepática (CHANDRASHEKAR; ZACZAK; BARTKE, 2004). 

É provável que expressão parácrina esteja relacionada ao crescimento de 

modo órgão-específico, enquanto as funções endócrinas IGF-I estejam associadas 

ao anabolismo e crescimento corporal de uma forma integrada (BANG; HALL, 1992). 

Os efeitos dos fatores de crescimento semelhantes à insulina sobre as células 

ovarianas foram demonstrados experimentalmente em humanos, murinos, leporinos, 

bovinos, ovinos e suínos, sem a devida comprovação in vivo (QUETGLAS et al., 

2001; YOSHIMURA, 2003; KUMAR; PUROHIT, 2004).  

O desenvolvimento folicular cíclico depende diretamente da cascata de 

estimulação gonadotrófica na regulação da ontogenia das células da granulosa. Os 

fatores de crescimento semelhantes à insulina podem atuar isoladamente ou em 
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sinergia com as gonadotrofinas na estimulação de uma variedade de funções das 

células da granulosa.  

Tanto o GH quanto o IGF-I estão envolvidos no controle da liberação do 

GnRH pelo hipotálamo, liberação de gonadotrofinas pela pituitária, e aumento no 

número de receptor para ganadotrofinas nas células da granulosa 

(CHANDRASHEKAR; ZACZAK; BARTKE, 2004). As células da granulosa possuem 

uma capacidade intrínseca em responder à estimulação pelo IGF-I, a partir do qual 

ocorre a proliferação ou a diferenciação destas células. Esta capacidade sofre 

alterações durante o desenvolvimento do folículo. Em bovinos, o IGF-I tem a função 

de aumentar a sensibilidade dos folículos antrais pequenos (5mm) à gonadotrofinas, 

principalmente na transição do estágio de independência para o de dependência 

gonadotrófica (MONGET et al., 2002). 

A utilização do IGF-I em bubalinos para melhorar os índices de maturação in 

vitro foi descrita por Kumar e Purohit (2004) que demonstraram que IGF-I e EGF 

aumentam a expansão do cumulus, entretanto a associação destes fatores de 

crescimento promove uma resposta melhor, sugerindo que ambos os fatores 

também aumentam as taxas de maturação nuclear e de fertilização dos oócitos.  

Além disso, a adição de IGF-I no meio de maturação in vitro promove 

estímulo à maturação oocitária, atuando tanto em sinergismo com o FSH como no 

controle parácrino e autócrino das células da granulosa. Estes fatores associados 

promovem aumento da atividade mitogênica, da esteroidogênese e da síntese 

protéica (PAWSHE; RAO; TOTEY, 1998). 

Em bovinos o IGF-I combinado ao EGF estimula a expansão do cumulus, o 

metabolismo oxidativo, a maturação nuclear, e a clivagem após a fertilização in vitro 

dos oócitos (RIEGER et al., 1998). A adição de IGF-I, EGF, FSH e estradiol ao meio 
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de maturação (TCM 199) de oócitos ovinos, foi avaliada por GULER et al. (2000). Na 

concentração de 100 ng/ml o IGF-I os autores não observaram melhorias sobre as 

taxas de maturação citoplasmática ou nuclear. 

A expressão de IGF-I nas células da granulosa de bovinos não foi ainda 

totalmente esclarecida (HUNTER et al., 2004). Em ovinos e bovinos a expressão de 

IGF-I parece não apresentar níveis significantes (MONGET et al., 2002). Outros 

trabalhos demonstram a presença ou não de expressão de IGF-I nas células da 

granulosa de folículos antrais, bem como nos folículos pré-antrais de ovinos e 

bovinos (LEEUWENBURG et al., 1996; SPICER et al., 1995; SCHAMS et al., 2002). 

Algumas evidências sugerem que o IGF-I atua autócrina e paracrinamente sobre o 

complexo-cúmulus-oócito (COC), uma vez que a expressão do ligante para IGF-I 

parece ser restrita as células do compartimento somático do folículo (células Teca e 

da Granulosa; NUTTINCK et al., 2004). 

 

4.3.3 Utilização de bST em programas de aspiração folicular 

O uso da bST antes do início das sessões de punção folicular pode ser um 

valioso recurso de manipulação da dinâmica folicular permitindo maior 

disponibilização de oócitos e dessa maneira aumentar o número e a qualidade dos 

oócitos coletados in vivo e dos embriões produzidos in vitro (RAMOS et al., 2007). 

No entanto, a utilização do tratamento com bST em programas de aspiração 

folicular ainda é controversa apesar de sua utilização vir demonstrando eficiência em 

aumentar o número de folículos disponíveis para serem aspirados (BOLS et al., 

1998, TRIPP et al., 2000), bem como a qualidade dos oócitos recuperados (PAVLOK 

et al., 1996, ROTH et al., 2002).  
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Ao testarem o efeito de uma única administração de bST 3 dias antes do 

abate, Pavlok et al. (1996) observaram que apesar do tratamento com bST não 

aumentar o número de folículos recuperados, o tratamento hormonal aumentou 

significativamente o número de oócitos de boa qualidade.  

Bols et al. (1998) avaliaram o efeito do tratamento bST durante um longo 

período em novilhas de leite (Bos taurus) tratadas semanalmente com 640 mg de 

bST (SC) e submetidas à aspiração folicular duas vezes por semana, durante dez 

semanas. Os autores observaram aumento no número de folículos disponíveis para 

aspiração no grupo tratado com bST em relação ao grupo controle. No entanto o 

número médio de oócitos recuperados foi semelhante entre o grupo tratado (6,4) e o 

grupo controle (6,0). Os autores sugerem que possíveis alterações morfológicas nas 

células do cumulus induzidas pelo bST podem ter levado à dificuldade na remoção 

dos oócitos do interior dos folículos no momento da aspiração. 

Tripp et al. (2000) estudaram o efeito do tratamento com bST em novilhas de 

corte (Bos taurus) submetidas a aspiração folicular a cada 7 dias. Os autores 

observaram aumento no número de folículos (9,7 x 6,8) quando os animais 

receberam o hormônio. No entanto, não foi observado aumento no número de 

oócitos recuperados (2,9 vs 3,0), provavelmente pela menor taxa de recuperação 

obtidas nos animais suplementados com bST (30 x 44%).  

Sá Filho (2006), avaliou os efeitos do tratamento com bST em fêmeas 

bubalinas tratadas com 500 mg de bST a cada 14 dias e submetidas aspiração 

folicular duas vezes por semana durante 5 semanas e observou que o tratamento 

com bST aumentou a população folicular, o número de folículos aspirados e o 

número de oócitos recuperados. Entretanto, não houve aumento a qualidade 

oocitária ou da produção in vitro de embriões. 
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Ramos et al. (2007) demonstraram que o uso de bST, associado ou não ao 

FSH em vacas bovinas da raça Gir, não aumentou o número total de folículos 

submetidos à punção. A qualidade oocitária também não diferiu entre os grupos 

controle e o tratado com bST. Entretanto, a associação do bST com o FSH resultou 

em aumento no diâmetro do maior folículo em relação ao tratamento controle e no 

número de folículos grandes e médios, com redução no número de folículos 

pequenos em relação ao tratamentos controle e com bST. No entanto, o uso de bST 

antes das punções foliculares melhorou as taxas de clivagem e produção de 

blastocisto in vitro. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

5.1 LOCAL DO EXPERIMENTO 

 

 

O experimento foi realizado na Fazenda Santa Elisa, especializada na 

produção de leite bubalino e seus derivados e localizada no município de Dourado, 

no estado de São Paulo, a cerca de 140 km do laboratório1 onde foram produzidos 

os embriões. 

 

 

5.2 ANIMAIS 

 

 

5.2.1 Doadoras de oócitos 
 

 

Para realização deste experimento foram utilizadas 16 fêmeas Bubalus 

bubalis com idade entre três e nove anos, condição corporal ≥ 3,0 (escala de 1,0 a 

5,0) e peso corporal médio de aproximadamente 500 Kg. Estas búfalas não 

possuíam problemas reprodutivos, apresentavam ausência de gestação, histórico de 

uma a seis parições, estavam ciclando (presença de CL) e em lactação, com 

produção diária entre 5,4 e 11,4 L de leite e de 900 a 2.600 L na última lactação. O 

período pós-parto variou de 71 a 303 dias, no início do experimento.  

A condição clínico-reprodutiva dos animais foi avaliada com auxílio de 

aparelho ultra-sonográfico. As búfalas foram submetidas a duas sessões de 
                                                           
1 Vitrogen® Pesquisa e Desenvolvimento em Biotecnologia da Reprodução Animal. Cravinhos, São Paulo, Brasil. 
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aspiração folicular prévias para sincronização das ondas de crescimento folicular e 

escolha do acasalamento a ser utilizado no experimento. Durante estes 

procedimentos também foi realizada seleção dos animais com base na índole, 

presença de CL, número de folículos ovarianos e número de oócitos recuperados. 

Durante o período experimental, todos os animais foram mantidos sob as 

mesmas condições de manejo e alimentação, com acesso a pastagem e água ad 

libitum e suplementados com mistura mineral. 

 

 

5.2.2 Touro 
 

 

5.2.2.1 Avaliação do sêmen na produção in vitro de embriões 

 

 

O gameta masculino utilizado para a fecundação in vitro foi obtido do sêmen 

congelado de um mesmo touro e de uma mesma partida. Para a escolha do 

acasalamento a ser utilizado durante todo o período experimental, foram realizados 

dois procedimentos de aspiração folicular, antes do início do período experimental, 

denominados OPU prévias. O primeiro procedimento contou com 14 e o segundo 

com 19 búfalas, das quais 16 foram selecionadas para serem utilizadas durante o 

período experimental. Assim, foram testadas doses de uma determinada partida de 

dois touros diferentes, a fim de avaliar sua eficiência no processo de PIV. 

Para determinação do touro com melhor resultado na PIV, foi feita a avaliação 

comparativa das taxas de clivagem e de produção embrionária de cada reprodutor, 

bem como o número de embriões produzidos. Além do critério baseado na PIVE, 

também foi considerada a ausência de consangüinidade entre touros e doadoras. 
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Estes procedimentos serviram também como teste de produção e padronização da 

técnica de PIVE para búfalas, uma vez que o laboratório no qual foi realizado o 

experimento trabalha rotineiramente com vacas bovinas. 

 

 

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

5.3.1 Grupos experimentais 
 

 

Os animais foram subdivididos homogeneamente em quatro grupos 

experimentais com quatro indivíduos cada, com base no número de folículos 

ovarianos e de oócitos recuperados nos procedimentos prévios, conforme descrito a 

seguir e ilustrado na Figura 1: 

a) Grupo controle sete dias (G-Cont7, n=4): os animais deste grupo receberam 2,0 

mL de solução fisiológica por via SC na fossa ísquio-retal a cada 14 dias e foram 

submetidos a 16 sessões de OPU, com intervalo de sete dias. 

b) Grupo bST sete dias (G-bST7, n=4): os animais deste grupo receberam sete 

doses de 500 mg de bST2 por via SC na fossa ísquio-retal a cada 14 dias e foram 

submetidos a 16 sessões de OPU, com intervalo de sete dias. 

c) Grupo controle 14 dias (G-Cont14, n=4): os animais deste grupo receberam 2,0 

mL de solução fisiológica por via SC na fossa ísquio-retal a cada 14 dias e foram 

submetidos a oito sessões de OPU, com intervalo de 14 dias. 

d) Grupo bST 14 dias (G-bST14, n=4): os animais deste grupo receberam sete 

doses de 500 mg de bST por via SC na fossa ísquio-retal a cada 14 dias e foram 

submetidos a oito sessões de OPU, com intervalo de 14 dias. 
                                                           
2 Boostin® - Schering-Plough Coopers, São Paulo, Brasil. 



MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

69

 

 

5.3.2 Intervalo entre aspirações foliculares (IEA) 
 

 
Os animas dos grupos com intervalo entre OPU de sete dias (G-Cont7 e G-

bST7) foram submetidos a 16 sessões de OPU sucessivas, com intervalos regulares 

de sete dias. Os animais dos grupos com intervalo entre OPU de 14 dias (G-Cont14 

e G-bST14) receberam oito sessões de OPU sucessivas, com intervalos regulares 

de 14 dias entre os procedimentos (Figura 1). Desta forma, o período experimental 

teve duração de 16 semanas e foi realizado na estação reprodutiva das búfalas, 

entre os meses de maio e setembro. 
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Figura 1 – Diagrama experimental do uso ou não de bST em fêmeas bubalinas 

submetidas a aspiração folicular a cada sete ou 14 dias 
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5.3.3 Tratamentos 
 

 

As fêmeas dos grupos que receberam bST (G-bST7 e G-bST14) foram 

tratadas com 500 mg de bST por via SC na região da fossa ísquio-retal, a cada 14 

dias, alternando-se os lados de aplicação do hormônio, conforme indicação do 

fabricante. A primeira aplicação foi realizada sete dias após a primeira sessão de 

aspiração. 

 

 

5.4 PROCEDIMENTOS 

 

 

5.4.1 Avaliação da população folicular 
 

 

Antes de cada sessão de OPU, os ovários foram escaneados por meio de 

ultra-sonografia para contagem do número total de folículos. Desta forma, os 

folículos ovarianos a serem aspirados foram quantificados e o resultado utilizado 

como parâmetro para calcular a taxa de recuperação oocitária: 

 

número oócitos recuperados 

Taxa de recuperação oocitária (%) = ___________________________ 

                                                     número de folículos aspirados 

 

 

 



MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

72

5.4.2 Aspiração folicular (OPU) 
 

 

5.4.2.1 Montagem dos equipamentos e preparo dos meios de aspiração 

 

 

As sessões de OPU foram realizadas com aparelho portátil de ultra-som3 

equipado com transdutor4 endocavitário micro-convexo de 5,0 mHz, adaptado a uma 

guia de biópsia5 para aspiração folicular e conectado a agulha6 descartável de 18G  

e linha de aspiração7 de teflon de 1,7 mm de diâmetro interno e 80 cm de 

comprimento, conectadas a um recipiente para coleta dos oócitos (tubos cônicos de 

centrífuga8 de 50 mL). Este sistema de aspiração foi acoplado à bomba de vácuo9 

portátil, calibrada e regulada com pressão negativa de 68 mmHg (12 a 15 mL de 

água/minuto; KRUIP et al., 1994). 

A montagem do transdutor foi feita segundo instruções do fabricante e a 

agulha inserida no mandril de forma asséptica para evitar contaminação. Na 

montagem dos equipamentos envolvidos na OPU, manteve-se rigorosa assepsia, 

principalmente com as partes que entravam em contato direto com o material 

aspirado ou com as mucosas das doadoras. 

O meio de aspiração utilizado para lubrificação e lavagem do sistema de OPU 

e para o recebimento dos oócitos no tubo de coleta foi preparado com 1,0 L de 

solução salina fosfatada (DPBS)10, acrescido de 5000 UI de heparina sódica (5,0 

UI/mL)11 e 10,0 mL de soro fetal bovino (SFB)12, mantidos a aproximadamente 37ºC. 

                                                           
3 Aloka® SSD 500 – Aloka Co., LTD, Tóquio, Japão. 
4 Aloka® 9111-5 – Aloka Co., LTD Tóquio, Japão. 
5 WTA Ltda, Cravinhos, São Paulo, Brasil. 
6 V-OPAA-1855 – Cook Austrália, Queensland, Austrália. 
7 VBOAS 18L – Cook Austrália, Queensland, Austrália. 
8 Corning Life Science Incorporated, Massachusetts, EUA. 
9 V-MAR 5000 – Cook Austrália, Queensland, Austrália 
10 Dmpbs flush – Nutricell, São Paulo, Brasil. 
11 Liquemine®, Roche Brasil, São Paulo, Brasil. 
12 Nutricell, São Paulo, Brasil. 
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5.4.2.2 Preparo dos Animais 

 

 

5.4.2.2.1 Sedação 

 

 

No início da fase experimental, foi administrado 0,5 ou 1,0 mL de acetato de 

acepromazina 1,0%13 por via intramuscular em algumas búfalas que apresentaram 

comportamento mais agitado. No entanto, a partir da terceira sessão de OPU, não 

foi necessária a continuidade da sedação, pois os animais já estavam adaptados ao 

novo manejo e, portanto, mais calmos. 

 

 

5.4.2.2.2 Anestesia 

 

 

Após a contenção física do animal em brete apropriado, foi realizada 

lentamente anestesia epidural baixa entre a última vértebra coccígea e a primeira 

vértebra caudal, com 2,0 a 3,0 mL de cloridrato de lidocaína 2%14, sem 

vasoconstritor (KRUIP et al., 1994). Esta dosagem variava de acordo com o 

tamanho, raça, idade, sensibilidade individual e estado geral de cada búfala. 

                                                           
13 Acepran® – Univet, São Paulo, Brasil. 
14 Lidovet® – Bravet, Rio de Janeiro, Brasil. 
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5.4.2.2.3 Higienização da doadora 

 
 

Após a perda dos reflexos caudais, a cauda da búfala foi amarrada e 

procedeu-se a remoção manual de fezes da ampola retal e higienização mecânica 

da região perineal, com água. A vulva e o vestíbulo vaginal também foram 

cuidadosamente higienizados, tomando-se o cuidado de não jogar água dentro da 

vagina.  

 
 
5.4.2.3 Aspiração Folicular 
 

 

Após anestesia e higienização da doadora, o braço esquerdo do operador era 

mantido posicionado no reto do animal evitando assim a entrada de ar na ampola 

retal, o que dificultaria a realização da OPU. Visando a padronização da técnica e 

devido à dificuldade de acesso, o ovário esquerdo da búfala foi o primeiro a ser 

aspirado. O ovário foi palpado, inspecionado e isolado de outros tecidos (vasos 

sangüíneos, porções intestinais, tecido adiposo) para evitar sua perfuração acidental 

e, em seguida, o transdutor, acoplado à guia de biópsia e agulha, foi introduzido na 

vagina até alcançar o fundo de saco vaginal no lado correspondente ao ovário 

acessado. Por meio de manipulação transretal, este ovário foi apresentado ao 

transdutor na face abdominal da parede da vagina, de forma que os folículos a 

serem aspirados ficassem no percurso da agulha, indicado na tela do ultra-som pela 

linha de biópsia ou linha de punção (punction line). Devido à maior dificuldade de 

acesso e manipulação dos ovários das búfalas, o transdutor teve de ser forçado 
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cranialmente para dar apoio aos ovários, que não podem ser tão facilmente 

tracionados na direção caudal quanto as gônadas bovinas. 

Antes do início da OPU, foi feito um mapeamento do ovário a fim de se 

planejar a aspiração, evitando perfurações desnecessárias, otimizando o 

procedimento e preservando os ovários da doadora. Seguiu-se a aspiração 

transpassando-se a agulha através da parede do fundo de saco vaginal ao mesmo 

tempo em que foi acionada a pressão negativa de vácuo por um pedal e o folículo foi 

aspirado (NIBART et al., 1995). Desta forma, foram aspirados todos os folículos 

visíveis (com diâmetro ≥ 1,0 mm) e acessíveis de cada ovário.  

Ao término da OPU de cada animal o tubo contendo o líquido aspirado foi 

trocado, identificado com a ordem da aspiração e RGD da doadora e enviado para o 

técnico do laboratório-campo, para lavagem do conteúdo, procura, seleção e envase 

dos oócitos aspirados. 

 
 

5.4.2.4 Manipulação e classificação dos oócitos aspirados  

 

 

O tubo com o conteúdo aspirado foi despejado em filtro de coleta de 

embriões15 e lavado com o mesmo meio descrito no item 5.4.2.1. até se obter um 

líquido translúcido com cerca de 1,0 cm de altura e com um sedimento contendo os 

oócitos recuperados. Em seguida, o conteúdo do filtro foi vertido em placas de Petri 

para observação em esteriomicroscópio16e realização da procura, lavagem, 

classificação e seleção dos CCO. 

Os critérios considerados para a avaliação dos CCO foram a presença, o 

número de camadas e o grau de expansão das células do cumulus, bem como o 
                                                           
15 WTA - Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, São Paulo, Brasil. 
16 Neovet Ind. e Com. e Serviços Ltda, Uberaba, Minas Gerais, Brasil. 
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aspecto do citoplasma quanto à cor, homogeneidade e integridade. Desta maneira, 

os oócitos recuperados foram classificados de acordo com sua morfologia, 

mensurando-se a quantidade de camadas e compactação das células do cumulus e 

a homogeneidade do ooplasma, em sete categorias, semelhante ao descrito por 

Lonergan et al. (1992; Quadro 1). 

Foram considerados como viáveis e, consequentemente, aproveitados para 

FIV somente os oócitos classificados como graus I, II e III, enquanto os demais, que 

não apresentavam aspecto de granulações citoplasmáticas homogêneo, foram 

descartados. No entanto, somaram-se àqueles para compor o número total de 

oócitos. 

 

QUALIDADE OOCITÁRIA DESCRIÇÃO 

Grau I Células do cumulus compactadas, contendo mais de 
três camadas de células. 
 

Grau II Células do cumulus compactadas parcialmente 
presentes em volta do oócito ou rodeando 
completamente o óocito, com menos de três camadas 
celulares. 
 

Grau III Células do cumulus, com apenas uma camada de 
células. 
 

Sem cumulus Ausência de camadas de células do cumulus. 
 

Expandido Células do cumulus expandidas. 
 

Atrésicos Células do cumulus em regressão celular. 
 

Degenerado Oócitos com sinais de degeneração 
 

Quadro 1 – Classificação oocitária segundo Lonergan (1992). 
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Após a classificação, os oócitos foram lavados em solução de TCM19917, 

suplementada com 10% de SFB. Em seguida, foram efetuados a contagem por 

categoria e o envase dos oócitos para transporte em criotubos18 com a mesma 

solução de lavagem, acrescido de HEPES19, em banho-maria a 37oC. O tempo 

médio de transporte foi de 1,5 horas, totalizando média de 5,0 horas desde o início 

da aspiração da primeira búfala até a chegada dos oócitos viáveis ao laboratório de 

FIV. 

 
 

5.4.3 Produção in vitro de embriões (PIVE) 
 

 

A fase de produção in vitro foi totalmente executada em laboratório de PIVE, 

onde os oócitos aspirados foram submetidos à maturação, fecundação e cultivo in 

vitro, num período total de oito dias. Foram realizadas 16 sessões de PIVE, 

referentes a 192 búfalas aspiradas em 16 sessões de OPU. 

 

 

5.4.3.1 Maturação in vitro (MIV) 

 
 

Após transporte controlado, os oócitos foram transferidos para as placas de 

MIV, agrupados e maturados em microgotas de 100,0 µL de meio de maturação 

TCM199 suplementado com 10% de SFB, piruvato (22 μg/mL), gentamicina (50 

                                                           
17 GIBCO® Invitrogen Corporation, Califórnia, EUA. 
18 Corning Life Science Incorporated, Massachusetts, EUA. 
19 Nutricell, Campinas, São Paulo, Brasil. 
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μg/mL), 5,0 μg/mL de FSH20, 50,0 μg/mL de LH21 e 1 μg de estradiol/mL, sendo 

cada microgota referente a um animal. 

As microgotas de MIV foram cobertas com óleo mineral22 e os oócitos 

permaneceram incubados durante 22 a 24 horas a 38,5°C, em atmosfera de 5% de 

CO2 em ar e com máxima umidade (WATANABE et al.,1998a,b). 

 

 

5.4.3.2 Fecundação in vitro (FIV) 

 
 

Uma vez maturados, os oócitos foram submetidos à FIV, em microgotas de 

100 µL de meio TALP suplementado com heparina (10 μg/mL), piruvato (22 μg/mL), 

gentamicina (50 μg/mL), albumina sérica bovina (6 mg/mL), solução de PHE (2 μM 

de penicilamina, 1μM de hipotaurina e 0,25 μM de epinefrina) e recobertas com óleo 

mineral. O sêmen utilizado em todo o experimento foi do mesmo reprodutor (raça 

Murrah) e mesma partida. As palhetas contendo o sêmen diluído foram 

descongeladas em banho-maria a 35°C durante 30 segundos e o seu conteúdo foi 

centrifugado por meio da técnica de gradiente de Percoll (45 e 90%) para obtenção 

dos espermatozóides móveis e remoção do diluidor e do plasma seminal. A 

concentração foi ajustada para 2,0x106 espermatozóides/mL e os gametas 

permaneceram incubados nas microgotas, durante um período de 18 a 20 horas a 

38,5°C, em atmosfera de 5% de CO2 em ar. 

                                                           
20 Folltropin®, Bioniche Animal Health, Belleville, Ontário, Canadá. 
21 Profasi®, Serono, São Paulo, Brasil. 
22 SIGMA-Aldrich, São Paulo, São Paulo, Brasil. 
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5.4.3.3 Cultivo in vitro (CIV)  

 

 

Após os procedimentos de MIV e FIV, os possíveis zigotos foram lavados e 

transferidos para microgotas com 50 μL de meio CR2 modificado e suplementado 

com 10% SFB, 30 mg BSA/mL, acrescido de aminoácidos essenciais e não 

essenciais (WATANABE et al., 1999), onde permaneceram em desenvolvimento 

embrionário por sete dias, em incubadora a 38,5°C, com 5% de CO2 em ar e 

umidade máxima, até atingirem os estágios de mórula (Mo) e blastocisto (Bl). 

Decorridas 48 horas de CIV, foi avaliada a taxa de clivagem e, em seguida, foi 

feito o feeding (renovação de 40 μL de meio de CIV). No dia 6 do cultivo (D6), 

realizou-se o segundo feeding, classificação e contagem dos blastocistos. No D7, foi 

realizada a classificação e a contagem de blastocistos totais obtidos. 

 
 
5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (fatorial 2 x 2). 

Os dados foram analisados pelo programa SAS System for Windows 

(STATISTICAL ANALYSES SYSTEM, 2000). Através do aplicativo Guided Data 

Analisys, os dados foram testados quanto à normalidade dos resíduos e à 

homogeneidade das variâncias. Caso não obedecessem às premissas, eram 

transformados (logaritmo na base 10 – Log10X; Raiz quadrada – RQ X; Quadrado – 

X2). Quando não foram passíveis de transformação, os dados foram analisados pelo 

teste de Kruskal-Wallis como sendo não paramétricos. 
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O nível de significância para rejeitar H0 (hipótese de nulidade) foi de 5%, isto 

é, para um nível de significância menor que 0,05, considerou-se que ocorreram 

diferenças estatísticas entre as variáveis classificatórias para uma determinada 

variável resposta. Para nível de significância de 0,05 a 0,1 considerou-se tendência 

estatística entre as variáveis comparadas. 

O número de folículos aspirados, o total de oócitos, os oócitos viáveis, o grau 

dos oócitos, o número de embriões clivados e o número de blastocistos em D6 e D7 

foram analisados por meio de análise de variância (ANOVA) para repetições 

múltiplas utilizando-se o Mixed Procedure (SAS), seguida do teste de Duncan para 

comparação das médias. As taxas de recuperação, clivagem e de produção 

embrionária foram analisadas pelo teste χ2. 
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6 RESULTADOS 
 
 
6.1 ESCOLHA DO ACASALAMENTO 

 
 

Na primeira OPU prévia foram aspiradas 14 búfalas, das quais se obteve 129 

oócitos viáveis (9,21 ± 0,95 oócitos/búfala). Para teste do sêmen, foi feito um pool de 

oócitos, dividido entre dois reprodutores (A e B), que apresentaram taxa de clivagem 

(estruturas clivadas/oócitos viáveis) total de 40,3% (A=52,4%, 33/63; B=28,8%, 

19/66). Foram produzidos 24 embriões em D6 (1,7 embriões/búfala; 18,6% de taxa 

de produção embrionária), sendo 18 embriões do reprodutor A e seis embriões do 

reprodutor B, representando 28,6% e 9,1% (A=18/63 e B=6/66) de taxa de produção 

embrionária sobre oócitos viáveis, respectivamente. 

Na segunda OPU prévia foram aspiradas 19 búfalas, das quais se obteve 154 

oócitos viáveis (8,11 ± 0,78 oócitos/ búfala). Também foi feito um pool de oócitos, 

dividido entre dois reprodutores (C e D), que apresentaram taxa de clivagem total de 

35,1% (C=38,5%, 30/78; D=31,6%, 24/76). Foram produzidos 28 embriões em D6 

(1,5 embriões/búfala; 18,2% de taxa de produção embrionária), sendo 14 embriões 

do reprodutor C e 14 embriões do reprodutor D, representando 17,9% e 18,4% 

(C=14/78 e D=14/76) de taxa de produção embrionária sobre oócitos viáveis, 

respectivamente. 
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6.2 RESULTADOS DO PERÍODO EXPERIMENTAL 

 
 

O número de folículos aspirados foi considerado como a população folicular, 

uma vez que todos os folículos visíveis foram aspirados em cada procedimento. 

Para este parâmetro, observou-se efeito significativo de tratamento (P<0,0001) e de 

IEA (P<0,0001; Tabela 2). Não foi observada interação entre tratamento e IEA 

(P=0,83; Tabela 2, Gráfico 4). Os animais não tratados com bST apresentaram 

menor população folicular quando comparados aos tratados com bST (12,1±0,4 x 

15,3±0,5 folículos; Tabela 2, Gráfico 6). O aumento do IEA de sete para 14 dias 

resultou em maior número de folículos aspirados (12,8±0,4 x 15,6±0,7; Tabela 1, 

Gráfico 4). Quando se comparou o efeito de tratamento a cada sessão de OPU, foi 

observado efeito significativo somente na quinta sessão entre os grupos G-Cont7 e 

G-bST7(Gráfico 1-A), enquanto entre os grupos G-Cont14 e G-bST14 não houve 

efeito de tratamento (Gráfico 1-B). 
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Gráfico 1 – Efeitos do intervalo entre aspirações e do tratamento com somatrotopina 

bovina recombinante (bST) no número de folículos aspirados 
(média±EPM) em fêmeas bubalinas. A) OPU realizada em intervalos 
regulares de sete dias; B) OPU realizada em intervalos regulares de 14 
dias (* = P<0,05). As setas indicam os momentos da administração do 
bST - Dourado - 2007 
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Para número total de oócitos recuperados, houve efeito de IEA (P=0,004, 

Tabela 4) e tendência de efeito de tratamento (P=0,07; Tabela 3) e de interação 

entre tratamento e IEA (P=0,07; Tabela 2). Assim, as búfalas tiveram maior 

recuperação de oócitos totais quando as OPU foram realizadas a cada 14 dias 

(10,0±0,5 oócitos) do que a cada sete dias (8,5±0,3 oócitos; Tabela 2, Gráfico 5). Os 

animais tratados com bST mostraram tendência de aumento no número de oócitos 

recuperados (9,6±0,4) se comparados aos que não receberam (8,4±0,4 oócitos; 

Tabela 3). 

Observou-se efeito de tratamento (P=0,007) e interação entre tratamento e 

IEA (P=0,03) para taxa de recuperação. No entanto, essa variável não foi 

influenciada pelo IEA (P=0,45). O grupo G-bST14 apresentou taxa de recuperação 

oocitária significativamente menor (58,5%) do que os grupos G-Cont7, G-bST7 e G-

Cont14 (69,3%, 67,4% e 73,6%, respectivamente; Tabela 1). 

Na análise de oócitos viáveis, observou-se efeito de IEA (P=0,01), bem como 

interação entre tratamento e IEA (P=0,01). Não foi evidenciado efeito de tratamento 

para esta variável (P=0,57). Assim, o número de oócitos viáveis foi menor para o 

grupo G-ContT7 (5,5±0,4), quando comparado aos demais grupos (G-bST7 = 

6,8±0,4; G-Cont14 = 7,6±0,5 e G-bST14 = 6,8±0,6; Tabela 1, Gráfico 4). Quando se 

comparou o efeito de tratamento a cada sessão de OPU entre os grupos G-Cont7 e 

G-bST7, foi observado efeito significativo nas sessões de número 5, 12 e 14 (Gráfico 

2-A), enquanto entre os grupos G-Cont14 e G-bST14 não houve efeito de tratamento 

(Gráfico 2-B). 
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Gráfico 2 – Efeitos do intervalo entre aspirações e do tratamento com somatrotopina 
bovina recombinante (bST) no número de oócitos viáveis (média±EPM) 
em fêmeas bubalinas. A) OPU realizada em intervalos regulares de sete 
dias; B) OPU realizada em intervalos regulares de 14 dias (* = P<0,05). 
As setas indicam os momentos da administração do bST - Dourado - 
2007 
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Para número de oócitos Grau I, não houve efeito de tratamento (P=0,27) ou 

de IEA (P=0,27), nem interação entre eles (P=0,90). No entanto, o número de 

oócitos Grau II variou em função do IEA (P=0,002) e houve interação entre 

tratamento e IEA (P=0,001), apesar de não se verificar efeito de tratamento 

(P=0,69). O número de oócitos Grau II foi maior no grupo G-Cont14 (1,4±0,2) do que 

no restante dos grupos (G-Cont7 = 0,4±0,1; G-bST7 = 0,9±0,1 e G-bST14 = 0,8±0,2 

oócitos GII; Tabela 1). 

Para número de oócitos Grau III, não houve efeito de tratamento (P=0,29) ou 

de IEA (P=0,30), nem interação entre eles (P=0,17). De modo similar, o número de 

oócitos com cumulus expandido não foi alterado em função do tratamento (P=0,12) 

ou do IEA (P=0,50), nem ocorreu interação (P=0,26). 
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O número de oócitos atrésicos não diferiu com o tratamento com bST 

(P=0,50), nem com o IEA (P=0,79) e não houve interação entre ambos (P=0,56). Já 

o número de oócitos degenerados sofreu influência do tratamento (P=0,008) e do 

IEA (P=0,04), o que não ocorreu para interação entre tratamento e IEA (P=0,34, 

Tabela 1). Assim, os oócitos degenerados aumentaram significativamente no grupo 

bST (0,9±0,1 x 1,3±0,1 oócitos degenerados) e no grupo aspirado a cada 14 dias 

(1,0±0,1 x 1,4±0,2 oócitos degenerados; Tabela 1). 

O número de estruturas que apresentaram sinais de clivagem ao feeding não 

diferiu em função do tratamento (P=0,59), do IEA (P=0,96), nem houve interação 

entre eles (P=0,24). A taxa de clivagem também não foi afetada pelo tratamento 

(P=0,49) ou pelo IEA (P=0,18), nem sua interação foi evidenciada (P=0,24; Tabela 

1). 

Para número de blastocistos em D6, observou-se efeito de tratamento 

(P=0,0007), o que não ocorreu para IEA (P=0,86), além da ausência de interação 

(P=0,60) para esta variável. Assim, as búfalas tratadas com bST produziram menos 

embriões em D6 (0,5±0,1) do que as não tratadas (1,1±0,1 embriões D6; Tabela 3). 

A taxa de blastocisto em D6 também foi afetada pelo tratamento (P=0,003), mas não 

pelo IEA (P=0,92) e não houve interação entre ambos (P=0,85). Desta forma, as 

búfalas tratadas com bST apresentaram menor taxa de blastocisto em D6 (6,8%) do 

que as não tratadas (13,7%; Tabela 3). 

Efeito de tratamento (P=0,003) foi observado no número de blastocisto em 

D7, porém não houve efeito de IEA (P=0,34) nem interação entre ambos (P=0,67; 

Tabela 1; Gráfico 4). As búfalas que não receberam bST produziram mais embriões 

em D7 do que as tratadas (1,4±0,2 x 0,8±0,1 embriões em D7). Quando se 

comparou o efeito de tratamento a cada sessão de OPU entre os grupos G-Cont7 e 
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G-bST7 (Gráfico 3-A), e entre os grupos G-Cont14 e G-bST14 (Gráfico 3-B), não foi 

observado efeito de tratamento por sessão de OPU. Analisando a taxa de blastocisto 

em D7, observou-se efeito de tratamento (P=0,009), mas não efeito de IEA (P=0,42) 

ou interação entre tratamento e IEA (P=0,60). As búfalas do grupo controle tiveram 

maior taxa de blastocisto em D7 do que as tratadas com bST (18,9% x 10,9% de 

blastocisto em D7; Tabela 3). 
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Gráfico 3 – Efeitos do intervalo entre aspirações e do tratamento com somatrotopina 
bovina recombinante (bST) no número de embriões em D7 (média±EPM) 
em fêmeas bubalinas. A) OPU realizada em intervalos regulares de sete 
dias; B) OPU realizada em intervalos regulares de 14 dias (* = P<0,05). 
As setas indicam os momentos da administração do bST - Dourado - 
2007 
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Gráfico 4 – Efeitos do intervalo entre aspirações e do tratamento com somatrotopina 

bovina recombinante (bST) na população folicular, qualidade oocitária e 
produção de blastocisto em D7 (média±EPM) em fêmeas bubalinas. 
Letra distinta denota diferença entre os grupos (P<0,05) - Dourado - 
2007 
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Gráfico 5 – Efeitos do intervalo entre aspirações na população folicular, qualidade 

oocitária e produção de blastocisto em D7 (média±EPM) em fêmeas 
bubalinas. Letra distinta denota diferença entre os grupos (P<0,05) - 
Dourado - 2007 
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Gráfico 6 – Efeitos do tratamento com somatrotopina bovina recombinante (bST) na 

população folicular, qualidade oocitária e produção de blastocisto em D7 
(média±EPM) em fêmeas bubalinas. Letra distinta denota diferença entre 
os grupos (P<0,05) - Dourado - 2007 
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Tabela 1– Efeitos do intervalo entre aspirações e do tratam
ento com

 som
atrotopina bovina recom

binante (bST) na produção in 

vitro de em
briões bubalinos (B

ubalus bubalis) - D
ourado - 2007 

  
  

  
  

  
  

  
 (continua)

PA
R

Â
M

ETR
O

S 
 

 
 

 
VA

LO
R

ES D
E P 

  
G

-C
ont7 

G
-bST7 

G
-C

ont14
G

-bST14 
Trat. 

Intervalo 
Trat. X 

Intervalo 

nº total de oócitos recuperados 
7,6±0,4

b 
9,3±0,4

a 
9,9±0,6

a 
10,1±0,7

a 
0,07 

0,004 
0,07 

Taxa de recuperação (%
) 

69,3
a 

67,4
a 

73,6
a 

58,5
b 

0,007 
0,45 

0,03 

nº de oócitos viáveis 
5,5±0,4

b 
6,8±0,4

a 
7,6±0,5

a 
6,8±0,6

a 
0,57 

0,01 
0,01 

nº de oócitos G
rau I 

0,6±0,1 
0,5±0,1 

0,8±0,1 
0,6±0,2 

0,27 
0,27 

0,9 

nº de oócitos G
rau II 

0,4±0,1
b 

0,9±0,1
b 

1,4±0,2
a 

0,8±0,2
b 

0,69 
0,002 

0,001 

nº de oócitos G
rau III 

4,4±0,3 
5,4±0,4 

5,4±0,5 
5,3±0,5 

0,29 
0,3 

0,17 

nº de oócitos com
 cum

ulus expandido 
0,9±0,1

b 
1,2±0,1

b 
1,1±0,2

b 
1,7±0,3

a 
0,008 

0,04 
0,34 

nº de oócitos atrésicos 
0,1±0,0 

0,2±0,1 
0,1±0,1 

0,3±0,1 
0,12 

0,5 
0,26 

nº de oócitos degenerados 
1,2±0,1 

1,2±0,1 
1,1±0,2 

1,3±0,2 
0,5 

0,79 
0,56 

nº de folículos aspirados 
11,3±0,5

c 
14,3±0,6

b 
14,8±0,8

b 
17,3±1,0

a 
<0,0001 

<0,0001 
0,83 
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G

-C
ont7 

G
-bST7 

G
-C

ont14
G

-bST14 
Trat. 

Intervalo
Trat. X 

Intervalo 

nº de estruturas clivadas 
2,0±0,2 

2,2±0,2 
2,4±0,4 

1,9±0,3 
0,59 

0,96 
0,24 

Taxa de clivagem
 (%

) 
33,4 

35,1 
32,7 

26 
0,49 

0,18 
0,24 

nº de blastocistos em
 D

6 
1,0±0,2

a 
0,5±0,1

b 
1,2±0,3

a 
0,4±0,1

b 
0,0007 

0,86 
0,6 

Taxa de blastocistos em
 D

6 (%
) 

13,7
a 

6,6
b 

13,5
a 

7,3
ab 

0,003 
0,92 

0,85 

nº de blastocistos em
 D

7 
1,3±0,2

ab 
0,7±0,1

b 
1,7±0,4

a 
0,8±0,2

b 
0,003 

0,34 
0,67 

Taxa de blastocistos em
 D

7 (%
) 

18,6
a 

9,6
b 

19,5
a 

13,4
ab 

0,009 
0,42 

0,6 
letra distinta denota diferença entre os grupos (p<0,05) 
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Tabela 4 - Efeitos de intervalo entre aspirações na produção in vitro de 

embriões bubalinos (Bubalus bubalis) - Dourado - 2007 

PARÂMETROS G-OPU7 G-OPU14 VALORES DE P 

nº de folículos aspirados 12,8±0,4 15,6±0,7 <0,0001 

nº total de oócitos recuperados 8,5±0,3 10,0±0,5 0,004 

Taxa de recuperação (%) 68,4 66,0 0,45 

nº de oócitos viáveis 6,1±0,3 7,2±0,4 0,03 

nº de oócitos Grau I 0,5±0,1 0.7±0,1 0,27 

nº de oócitos Grau II 0,6±0,1 1,1±0,1 0,002 

nº de oócitos Grau III 4,9±0,2 5,3±0,3 0,30 

nº de oócitos atrésicos 1,2±0,1 1,2±0,1 0,79 

nº de oócitos degenerados 1,0±0,1 1,4±0,2 0,04 

nº de estruturas clivadas 2,1±0,2 2,1±0,2 0,96 

Taxa de clivagem (%) 34,2 29,4 0,18 

nº de blastocistos em D6 0,8±0,1 0,8±0,1 0,86 

Taxa de blastocistos em D6 (%) 10,2 10,4 0,92 

nº de blastocistos em D7 1,0±0,1 1,3±0,2 0,34 

Taxa de blastocistos em D7 (%) 14,1 16,4 0,42 
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Tabela 3 - Efeitos do tratamento com somatrotopina bovina recombinante (bST) na 

produção in vitro de embriões bubalinos (Bubalus bubalis) - Dourado - 

2007 

PARÂMETROS G-s/bST G-c/bST VALORES DE P 

nº de folículos aspirados 12,1±0,4 15,3±0,5 <0,0001 

nº total de oócitos recuperados 8,4±0,4 9,6±0,4 0,07 

Taxa de recuperação (%) 70.7 64.4 0,07 

nº de oócitos viáveis 6,2±0,3 6,8±0,3 0,60 

nº de oócitos Grau I 0,7±0,1 0,5±0,1 0,27 

nº de oócitos Grau II 0,8±0,1 0,9±0,1 0,69 

nº de oócitos Grau III 4,8±0,3 5.4±0,3 0,29 

nº de oócitos atrésicos 1,2±0,1 1,2±0,1 0,50 

nº de oócitos degenerados 0,9±0,1 1,3±0,1 0,008 

nº de estruturas clivadas 2,1±0,2 2,1±0,2 0,59 

Taxa de clivagem (%) 33.1 32.1 0,49 

nº de blastocistos em D6 1,1±0,1 0,5±0,1 0,0007 

Taxa de blastocistos em D6 (%) 13,7 6,8 0,003 

nº de blastocistos em D7 1,4±0,2 0,8±0,1 0,003 

Taxa de blastocistos em D7 (%) 18,9 10,9 0,009 
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7 DISCUSSÃO 

 
 
Os resultados deste estudo sugerem a possibilidade de multiplicação de 

animais de alto valor genético aplicando-se as técnicas de OPU-FIV. Mais estudos 

são necessários a fim de melhorar a eficiência de produção de embriões mediante 

este processo. Esta pode ser uma técnica alternativa para multiplicação do rebanho 

bubalino, uma vez que no presente estudo, foi produzido mais de um embrião (1,16) 

por sessão de OPU, a qual pode ser repetida semanal ou quinzenalmente. Estes 

resultados concordam com os obtidos anteriormente em bubalinos (SÁ FILHO, 2006, 

GRUPTA et al, 2006, Manjunatha et al, 2007). Porém, são inferiores aos observados 

para Bos taurus (CHAUBAL et al., 2006) e para Bos indicus (VIANA et al, 2004). 

O tratamento com somatotrofina bovina recombinante foi eficiente para 

aumentar o número de folículos aspirados por onda de crescimento folicular, 

demonstrando seu potencial em aumentar a eficiência da técnica de aspiração 

folicular e produção in vitro de embriões na espécie bubalina. Este incremento foi de 

21% no presente estudo, semelhante aos achados descritos em fêmeas bubalinas 

por Sá Filho (2005), que obteve aumento de 28% (12,2 bST x 8,7 Controle) no 

número de folículos observados no momento da aspiração folicular, e por Baruselli 

et al. (2002), que observaram aumento de 20% (15,6 bST x 12,4 Controle) no 

número de folículos recrutados em protocolos de sincronização da ovulação. 

Este efeito do tratamento com bST também condiz com o descrito em 

novilhas Bos indicus (BURATINI JR.et al., 2000), nas quais foi observado aumento 

de 36,5% nos folículos < 5,0 mm. Também, em Bos taurus, diversos estudos 
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corroboram com os achados do presente experimento, nos quais observaram-se 

aumentos de 27% (CRYSTAL et al., 1997) e de 55% (GONG et al., 1991) nos 

folículos totais, e aumento de 53% (DE LA SOTA et al., 1993) no número de folículos 

entre 2,0 e 9,0 mm em vacas lactantes. Ainda, nesta categoria animal, Bols et al. 

(1998) registraram aumento entre 20 e 25% no número de folículos disponíveis para 

aspiração no grupo tratado com bST em relação ao grupo controle. Em fêmeas 

taurinas de corte, Tripp et al., (2000) observaram aumento de 30% no número de 

folículos nos animais que receberam bST. Pavlok et al. (1996), por sua vez, não 

observaram aumento no número de folículos três dias após a administração de bST, 

provavelmente porque o efeito deste tratamento no aumento da população folicular 

ocorre após três dias da sua administração (GONG, 2002). Outros autores também 

relataram aumento do número de folículos aspiráveis em fêmeas Bos taurus (GONG 

et al.,1993; FERRAZ et al., 2002; ROTH et al., 2002). O incremento na população 

folicular, no entanto, discorda do observado por Jimenez-Krassel et al. (1999), que 

não detectaram mudanças no número de folículos em fêmeas Bos taurus lactantes.  

Poucos estudos discutem os mecanismos envolvidos no aumento da 

população folicular promovido pelo tratamento com bST. Tais mecanismos ainda 

não são totalmente esclarecidos, mas se suspeita dos efeitos diretos do hormônio do 

crescimento (GH) no oócito ou via seu receptor nas células da granulosa, 

favorecendo a esteroidogênese (LUCY, 2000; HULL; HARVEY, 2001). Outros 

autores sugerem que seu efeito seja decorrente de alterações nos níveis 

plasmáticos ou ovarianos de IGF-I e insulina (GONG et al., 1993, 1994; BURATINI, 

1999; GONG, 2002). 

Os receptores de GH apresentam-se localizados nos tecidos ovarianos 

(LUCY et al., 1993b), principalmente no corpo lúteo, com baixa expressão destes 
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receptores em folículos de bovinos. No entanto, através de métodos mais sensíveis 

como PCR (reação da cadeia de polimerase), Izadyar et al. (1997) observaram a 

síntese de RNAm do receptor para GH nas células da granulosa, nas células do 

cumulus e nos oócitos. Kole et al. (1998) também observaram RNAm para receptor 

de GH e sua proteína no oócito e nas células da granulosa. Apesar destes achados, 

Gong (2002) descreve a ausência de efeito da suplementação com GH durante o 

cultivo in vitro de células da granulosa, obtidas de folículos pequenos, médios e 

grandes. 

Outro possível mecanismo de ação a ser considerado seria a própria resposta 

ovariana ao aumento das concentrações de bST, promovendo maior síntese intra-

ovariana de IGF-I. Entretanto, este mecanismo em fêmeas bovinas ainda é 

controverso na literatura (LUCY, 2000). Alguns trabalhos não identificaram a síntese 

da proteína de IGF-I e sua secreção nas células da granulosa de bovinos 

(GUTIERREZ et al., 1997). Além disso, a imunização de novilhas bovinas com 

agonista liberador de GH diminuiu a concentração plasmática do hormônio e de IGF-

I, entretanto, falhou em diminuir a síntese de RNAm de IGF-I ovariano (COHICK et 

al., 1996). 

Desta forma, as evidências apontam para o IGF-I como sendo o mediador do 

aumento no número de folículos recrutados por onda de crescimento folicular em 

fêmeas tratadas com bST (LUCY, 2000). Este fato tem origem sistêmica, via 

aumento de sua síntese hepática, e/ou autócrina, pela maior produção de IGF-I no 

ovário, especialmente nas células luteínicas. Independentemente da origem, o 

aumento de IGF-I exacerba os efeitos de FSH e LH em células ovarianas em cultivo 

laboratorial, apresentando efeito significativo na atividade mitogênica e na 

esteroidogênese, de maneira dose-dependente, nas células da granulosa cultivadas 
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com a adição de IGF-I e/ou insulina (SPICER et al., 1993; GONG et al., 1993; 1994; 

GUTIERREZ et al., 1997; CHAMBERLAIN; MACIEL, 2002). Estes efeitos positivos 

são decorrentes, principalmente, do aumento no número ou na própria atividade dos 

receptores para gonadotrofinas presentes nestas células foliculares (LUCY, 2000).  

Assim, considerando-se as diversas alterações promovidas pelo IGF-I e o 

reduzido número de informações sobre as ações diretas do GH, suspeita-se que o 

aumento no número de folículos recrutados e outros efeitos observados após o 

tratamento com bST seja decorrente das alterações dos níveis plasmáticos de IGF-I, 

corroborando com trabalhos já realizados (SÁ FILHO, 2006). 

O aumento do intervalo entre sessões de OPU de sete para 14 dias mostrou 

efeito positivo no número de folículos disponíveis para aspiração e no número de 

oócitos totais recuperados para PIVE em fêmeas bubalinas. Este resultado 

demonstra que existe efeito positivo da adoção de intervalos entre aspirações 

menos intensivos, provavelmente, resultando em menores alterações no 

recrutamento folicular e, conseqüentemente, no número de folículos disponíveis para 

a OPU. Contudo, não há um consenso na literatura pesquisada sobre a melhor 

freqüência para aspiração folicular em bubalinos, tampouco em bovinos. Alguns 

autores (REICHEMBACH et al., 1994; GARCIA; SALAHEDDINE, 1998) verificaram 

em fêmeas bovinas um aumento considerável no número de folículos visíveis e de 

oócitos recuperados, quando a aspiração foi repetida 2 vezes por semana, 

comparada a uma vez por semana. Contrariamente, Viana et al. (2004), obtiveram 

melhores resultados quando a aspiração folicular foi realizada uma vez por semana 

ao invés de 2 vezes por semana. Por outro lado, outros autores (GIBBONS et al., 

1994) não encontraram diferenças relacionadas ao intervalo entre aspirações 

foliculares. 
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Para o tratamento com bST, o número de oócitos totais recuperados 

apresentou tendência de aumento nos animais que receberam bST (12,5%; p=0,07), 

em concordância com os dados registrados por Sá Filho (2006), que observou 

incremento de 21% (P=0,07) no número de oócitos recuperados quando o bST foi 

utilizado. Estes resultados, porém, discordam daqueles observados em fêmeas 

bovinas (BOLS et al., 1998; TRIPP et al., 2000), nas quais não foi observado 

aumento no número de oócitos recuperados após o tratamento com bST. 

O número de oócitos recuperados no presente estudo é superior a alguns 

trabalhos descritos na literatura em fêmeas bubalinas (PAVASUTHIPAISIT et al., 

1995; BONI, ROVIELO; ZICARELLI, 1996; BONI et al., 1997; NEGLIA et al., 2003; 

ZICARELLI, 2003; TECHAKUMPHU et al., 2004; GUPTA et al., 2006; SÁ FILHO, 

2006). Entretanto, o resultado é semelhante a outras citações (OHASHI et al., 2002). 

Diversos são os fatores que acarretam tamanha variação nos resultados obtidos na 

PIVE de búfalas, tais como: raça, variação individual (BONI et al., 1997; BRIENZA et 

al., 2001), ciclicidade (BONI et al., 1994), estado nutricional, idade, presença de 

corpo lúteo no ovário e idade reprodutiva (KAMONPATANA; 

CHUANGSOONGNEON, 1994; PAVASUTHIPAISIT et al., 1995), qualidade da 

imagem do aparelho de ultra-som utilizado (HASHIMOTO et al., 1999; OHASHI et 

al., 2002), intervalo entre aspirações (GARCIA; SALAHEDDINE, 1998; VIANA et al., 

2004), estímulo hormonal prévio (BONI et al., 1994; TRIPP et al., 2000), pressão de 

vácuo (BOLS et al., 1996, 1997; WARD et al., 2000), bem como a própria variação 

de acordo com a equipe que realiza os procedimentos (MERTON et al., 2003). 

Conforme descrito na literatura (KRUIP et al., 1994; NIBART et al., 1995; 

WATANABE et al., 1998a e DAYAN et al., 2000a,b),  a variação individual é o fator 

mais relevante na PIVE de bovinos. 
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O número de oócitos recuperados variou conforme a sessão de aspiração. 

Comparando a repetição de sessões de OPU em bovinos, Ferraz et al. (2000) 

relataram que o primeiro procedimento de OPU apresenta melhores resultados, 

igualando-se apenas a intervalos superiores a 60 dias. Porém, a OPU semanal ou 

quinzenal mantém médias de 8,3 oócitos de boa qualidade (viáveis), por 

procedimento em bovinos. Hasler et al. (1995) demonstraram que o número de 

oócitos recuperados caiu consideravelmente após 50 sessões de aspiração em um 

mesmo animal. Em bubalinos, Sá Filho (2006) observou efeito significativo da 

sessão de aspiração no número de folículos disponíveis para a aspiração. Em 

estudo com 10 sessões de OPU, observou redução de 27% no número de folículos 

disponíveis para a aspiração nas cinco ultimas sessões. Este efeito provavelmente é 

decorrente do reduzido intervalo entre aspirações adotado naquele estudo (duas e 

três vezes por semana), com reduzido período para a regeneração das lesões 

decorrentes das sessões anteriores, levando a formação de coágulos e/ou fibrose e 

prejudicando o recrutamento folicular. O resultado obtido no presente estudo 

discorda dos apresentados por Boni, Rovielo e Zicarelli, (1996) em fêmeas bubalinas 

Mediterrâneas e também por outros autores em estudos com fêmeas bovinas, os 

quais não observaram diferenças na população folicular de animais submetidos à 

aspiração folicular com a mesma freqüência (GIBBONS et al., 1994; BROADBENDT 

et al., 1997; GARCIA; SALAHEDDINE, 1998; GOODHAND et al., 1999; VIANA et al., 

2004). Esta contradição entre os resultados pode ser decorrente de peculiaridades 

na fisiologia ovariana na espécie bubalina, relativas à sua resposta aos mediadores 

inflamatórios e/ou cicatriciais decorrentes das aspirações anteriores. Viana (2002) 

registrou, em bovinos, que o risco de lesões ovarianas decorrentes da técnica de 
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aspiração folicular é proporcional ao número de sessões de OPU ao qual as 

doadoras são submetidas e ao número médio de estruturas recuperadas por sessão. 

Outro aspecto que deve ser considerado é a possível alteração na saúde da 

doadora mediante um programa intensivo de OPU. No presente trabalho, não foram 

observadas alterações no estado geral, nem tampouco no trato reprodutivo das 

doadoras, mesmo após uma longa seqüência de aspirações foliculares. Não foram 

observados casos de aderência, nem outras alterações reprodutivas importantes. Os 

animais que sofreram grande número de intervenções apresentaram maior rigidez 

ovariana no momento de introdução da agulha, provavelmente ocasionada por 

fibrose. Porém parece que não houve alteração na produção de oócitos nem de 

embriões por este motivo. Viana (2002) registra o aumento de 28,6% (2/7) para 

77,8% (7/9) da incidência de algum grau de aderência ou fibrose nos ovários de 

animais submetidos a mais de 20 sessões de aspiração. Em ovários que possuíam 

folículos grandes ou cistos, foi observada, eventualmente, a formação de corpos 

ecogênicos na semana subseqüente à OPU, podendo representar coágulos 

intrafoliculares. Tais estruturas foram descritas também por Sá Filho (2006), que 

verificou queda significativa no número de oócitos recuperados a partir da sexta 

sessão de aspiração. O autor atribui como provável causa do aparecimento precoce 

de alterações nos ovários, a incapacidade dos animais se recuperarem das lesões 

adquiridas anteriormente. No entanto, são necessários estudos histológicos para 

determinar a real extensão das lesões ovarianas acarretadas pelo processo. 

A taxa de recuperação oocitária obtida no presente estudo está dentro da 

faixa de variação observada em alguns trabalhos realizados em fêmeas bovinas 

(PIETERSE et al., 1991; KRUIP et al., 1994; GIBBONS et al., 1995; GARCIA; 

SALAHEDDINE, 1998; MANCHATKOVA et al., 2000; VIANA et al., 2004), bem como 
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aos descritos em fêmeas bubalinas (BONI; ROVIELLO, ZICARELLI, 1996; MANIK et 

al., 2002). Entretanto, observou-se menor taxa nas búfalas tratadas com bST e 

aspiradas a cada 14 dias, em comparação aos outros grupos testados. Este 

resultado está em concordância com o relatado por Tripp et al. (2000), os quais 

descrevem redução de 14% na taxa de recuperação de animais tratados com bST 

(30%) em relação aos não tratados (44%), porém discorda do obtido por Sá Filho 

(2006), que não registrou alteração na taxa de recuperação oocitária entre o grupo 

bST e o controle (54,5% x 57,7%, respectivamente). Segundo Sá Filho (2006), é 

possível que intervalos menos freqüentes (a cada 7 ou 14 dias) possam levar a uma 

assincronia entre a atresia folicular e oocitária, o que poderia determinar maiores 

dificuldades na remoção do oócito do interior do folículo durante a aspiração (BOLS 

et al., 1998). O tratamento com bST em fêmeas bovinas causa regressão prematura 

do folículo dominante, reduzindo seu período de dominância ao redor de 24 a 48 

horas (LUCY et al., 1994; CRYSTAL et al., 1997; KIRBY et al., 1997). Este efeito 

ocorre provavelmente devido à maior secreção de estradiol em vacas tratadas com 

bST, levando a um feedback negativo na secreção LH e FSH na presença de 

progesterona, determinando o surgimento prematuro da segunda onda de 

desenvolvimento folicular (CRYSTAL et al., 1997). Adicionado a este efeito, sabe-se 

que a total eliminação do oócito do ovário pode levar ao redor de 1 a 2 semanas 

(KRUIP et al., 1982). Portanto, a aspiração de folículos de animais tratados com bST 

em intervalos menos intensos pode gerar diferentes resultados devido às grandes 

variações dos momentos fisiológicos (desenvolvimento ou atresia) entre os oócitos e 

os folículos puncionados. 

Quanto ao número de oócitos viáveis (Graus I, II e III), verificou-se a interação 

entre o tratamento e o intervalo entre as aspirações, ou seja, o grupo controle com 
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intervalos de aspiração de 7 dias apresentou menor número de estruturas do que os 

outros grupos. Entretanto, o melhor resultado obtido nos grupos aspirados a cada 14 

dias (controle ou tratados com bST), ou no grupo aspirado a cada 7 dias e tratado 

com bST, não foi acompanhado de elevação no número de oócitos de grau 1. Este 

resultado está parcialmente de acordo com Roth et al. (2002), que obtiveram maior 

porcentagem de oócitos de grau 1 quando foi administrado bST, em relação aos 

animais do grupo controle. Os autores discutem ainda que o efeito benéfico do bST 

sobre a qualidade oocitária pode ser mediado via IGF-1. Em estudo prévio, Roth et 

al. (2001) observaram que aspirações freqüentes, realizadas entre os dias 4 e 15 do 

ciclo estral de animais em estresse térmico, favoreceram o aumento do número de 

oócitos de grau 1, em comparação aos animais submetidos à OPU somente no dia 4 

do ciclo. Segundo os autores, isto pode ser decorrente do efeito benéfico da alta 

freqüência de aspirações foliculares levando à emergência de folículos saudáveis, 

com oócitos de melhor qualidade. Ainda com relação ao intervalo de aspiração, os 

dados de Viana et al. (2004) corroboram com a hipótese de que maior freqüência de 

OPU melhora a qualidade oocitária, visto que obtiveram maior porcentagem de 

oócitos de Grau I quando os animais foram submetidos ao procedimento duas vezes 

por semana, ao invés de apenas uma. O autor sugere que a presença de um folículo 

dominante pode ser o responsável pela pior qualidade oocitária quando maiores 

intervalos de aspiração são adotados. Outro achado importante do presente estudo 

foi relativo ao número de oócitos degenerados, que foi maior nos animais aspirados 

a cada 14 dias, corroborando com a literatura descrita acima. Contudo, 

contrariamente ao esperado, também houve maior número de oócitos degenerados 

nos animais que receberam o tratamento com o bST.  
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O número de embriões clivados não variou conforme o uso ou não do bST. 

Este resultado está de acordo com o reportado por Roth et al. (2002) e Tripp et al. 

(1999), em bovinos, que verificaram que o bST não foi eficiente para elevar as taxas 

de clivagem. Também em bubalinos, Sá Filho (2006) não obteve diferenças na taxa 

de clivagem relacionadas ao tratamento com o bST. No presente estudo não foi 

verificado efeito de intervalo de aspiração sobre o número de estruturas clivadas, em 

concordância com Viana et al. (2004). 

Houve efeito negativo do tratamento com bST sobre a produção embrionária, 

com redução de 8% na taxa de blastocistos no 7° dia de cultivo. Este resultado está 

em desacordo com o descrito por Sá Filho (2006), que não verificou efeito do bST 

sobre os blastocistos obtidos em fêmeas bubalinas (19,7% no grupo bST x 26,0% no 

grupo controle). Uma possível explicação para tal diferença, segundo o próprio 

autor, é que houve produção embrionária em metade das rotinas laboratoriais 

(somente nas 5 primeiras), e que este fator pode ter contribuído para a ausência de 

diferença decorrente do tratamento com o bST. Por outro lado, há autores que não 

observaram efeito positivo do bST nas taxas embrionárias em bovinos (BOLS et al., 

1998; TRIPP et al., 2000; ROTH et al., 2002). 

In vitro, a adição de GH ao meio de cultivo tem efeito favorável sobre a 

produção embrionária de bovinos (MTANGO et al., 2003), mais especificamente na 

fase de mórula quando o meio é suplementado com soro fetal bovino (IWATA et al., 

2003). Outros estudos também suportam a idéia da importância do GH e do IGF-I 

para o desenvolvimento embrionário (MOREIRA et al., 2002). Porém, a 

superestimulação com IGF-I e insulina podem ser prejudiciais ao desenvolvimento 

do oócito (ARMSTRONG et al., 2003). Deste modo, é possível que a dose 

administrada no presente estudo seja inadequada para bubalinos, elevando de 



DISCUSSÃO 
 

 

107

forma exacerbada as concentrações de IGF-I intrafoliculares, e acarretando em 

comprometimento da competência oocitária para a produção de blastocistos. Neste 

sentido, são necessários estudos para adequação das doses de bST na espécie 

bubalina. 

Pode-se verificar que as taxas médias de produção embrionária in vitro 

obtidas no presente estudo foram semelhantes às relatadas na literatura para a 

espécie bubalina, visto que são consideradas adequadas, taxas de produção 

embrionária entre 13 e 30% (BONI, ROVIELLO; ZICARELLI, 1996; GASPARRINI et 

al., 2000; NEGLIA et al., 2003). 

Tendo em vista as considerações acima, pode-se verificar que a técnica de 

OPU-PIV em bubalinos embora ainda necessite de ajustes para melhoria de 

eficiência, mostra-se promissora para a difusão de material genético materno.  
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8 CONCLUSÃO 

 
 
 A hipótese de que o IEA e o tratamento com bST aumentam o número de 

folículos e de oócitos recuperados foi aceita. No entanto, foi rejeitada a hipótese de 

que tanto o IEA quanto o tratamento com bST aumentariam a eficiência da PIVE em 

bubalinos, apesar do aumento do número de oócitos viáveis no grupo aspirado a 

cada 14 dias. 
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