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RESUMO 

DA SILVA, J. C. B. Sazonalidade reprodutiva em búfalas: efeitos na produção in vitro de 

embriões e nas taxas de concepção utilizando embriões criopreservados. 2020. 111f. Tese 

(Doutorado em Ciências) – Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade 

de São Paulo, Pirassununga, 2020.  

 

A atividade reprodutiva da búfala é influenciada pela sazonalidade, sendo que dias curtos 

favorecem a ciclicidade e a concepção, impactando a produção leiteira ao longo do ano. A 

desestacionalização, por meio da produção in vitro de embriões (PIVE), criopreservação e 

ultrassonografia Doppler, são alternativas viáveis para distribuir homogeneamente os partos ao 

longo do ano. Assim, no Capítulo I, aspectos da fisiologia reprodutiva da búfala, PIVE e 

criopreservação de embriões foram revisados. No Capítulo II foram avaliados os efeitos da 

sazonalidade reprodutiva (SR) de búfalas sobre as taxas de PIVE e de concepção (TCs) com os 

objetivos de: (I) avaliar o efeito da SR de doadoras de oócitos na recuperação oocitária e 

produção de embriões; (II) avaliar o efeito da SR de doadoras de oócitos e receptoras de embrião 

nas TCs; (III) comparar a eficiência da VT e do congelamento em curva lenta para transferência 

direta (TD) na criopreservação de embriões bubalinos. Para isso, foram realizadas 136 OPUs 

(ovum pick-up) em 102 doadoras. Dessas, 62 OPUs em doadoras na estação reprodutiva 

favorável (dERF; junho e julho) e 74 OPUs em doadoras na estação reprodutiva desfavorável 

(dERD; dezembro e janeiro). Os oócitos foram levados para laboratório comercial, embriões 

foram produzidos in vitro e criopreservados por VT ou TD. As receptoras em estação 

reprodutiva favorável (rERF) ou desfavorável (rERD) foram sincronizadas com protocolo 

hormonal. A recuperação oocitária foi maior por OPU em dERD comparados às dERF (10,0 vs 

7,6, p=0,0262), não havendo diferença na produção de embriões por OPU (2,3 vs 1,5; 

p=0,6813). A TC foi maior para embriões originados em dERF comparado às dERD (46,5% vs 

22,4%; p=0,0013) independentemente da estação reprodutiva da receptora. Não houve 

diferença na TC entre rERF e rERD (38,0% vs 33,0%; p=0,5033, respectivamente) nem entre 

VT vs TD (30,4% vs 41,4%; p=0,1466, respectivamente). No Capítulo III foi avaliado o 

emprego da ultrassonografia Doppler na avaliação de receptoras bubalinas. Os objetivos foram 

investigar a relação (I) da área e (II) da perfusão sanguínea (PS) do corpo lúteo (CL) nas TCs 

de rERF e rERD. Para isso, 151 receptoras avaliadas previamente à transferência de embriões 

(TE) foram agrupadas conforme a área do CL em: pequeno (1,05 – 1,80 cm²), médio (1,81 – 

2,20 cm²) e grande (2,22 – 3,26 cm²); e 146 receptoras avaliadas previamente à TE foram 

agrupadas conforme a PS do CL em: 35-45%, 50-55% e 60-80%. A área do CL foi maior em 
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rERF em relação à rERD (2,19  0,051 cm² vs 1,88  0,049 cm²; p<0,0001; respectivamente), 

não havendo efeito da área do CL nas TCs. As TCs foram menores em rERF com baixa PS 

(TC=19,2%) comparada com rERF com média (TC=47,6%; p=0,0379) e alta PS (TC=50,0%; 

p=0,0218). Conclui-se que a melhor época para realizar a PIVE em búfalas é a dERF, sendo 

que os embriões podem ser criopreservados por VT ou TD e serem transferidos para receptoras 

tanto em rERF quanto rERD; e que o uso da ultrassonografia Doppler se mostra eficiente em 

predizer receptoras que potencialmente apresentarão TCs superiores. 

 

 

Palavras-chave: Búfala. Embrião. Sazonalidade. Competência oocitária. Receptividade 

uterina.  

 

ABSTRACT 

DA SILVA, J. C. B. Reproductive seasonality in buffaloes: effects on in vitro embryo 

production and conception rate using cryopreserved embryos. 2020. 111P. Ph.D Thesis - 

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São Paulo, Pirassununga, 

2020.  

 

Reproductive activity in buffalo is influenced by seasonality, in which short days favor 

cyclicality and conception. This factor is limiting, specially concerning milking activity, 

because deliveries are less in summer and caves are concentrated in autumn and winter. An 

alternative would be in order to use in vitro embryo production, cryopreservation and Doppler 

ultrasound to obtain better distribution of deliveries throughout the year. Thus, aspects related 

to reproductive physiology of female buffalos, IVEP and embryo cryopreservation were revised 

in chapter I. In chapter II, the influences of female buffalos ‘reproductive seasonality on 

embryo production and conception rates (CR) with the objectives: I) determine the effect of 

reproductive seasonality of oocytes donors on oocyte recovery and on embryo production; II) 

determine the effect of reproductive seasonality of oocytes donors and embryo recipients on 

CR; III) compare the efficiency of vitrification (VT) and slow freezing for direct transfer (DT). 

For this, 136 follicular aspirations were carried out (ovum pick up – OPU) in 102 donors, being 

62 OPUs were carried out in donors in favorable breeding season (dFBS; June and July) and 74 

OPUs in donors in unfavorable breeding season (dNBS; December and January). Oocytes were 

taken to a commercial laboratory and in vitro-produced embryos were cryopreserved by VT or 

DT. Recipients, in favorable (rFBS) or unfavorable (rNBS) reproductive seasons, were 
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synchronized with a hormonal protocol. Oocyte recovery by OPU was higher in dNBS in 

comparison to dFBS (10,0 vs 7,6; p=0,0262), and similar for embryo production (2,3 vs 1,5; 

p=0,6813). However, CR was higher when embryos originated from dFBS in comparison to 

dNBS (46,5% vs 22,4%; p=0,0013, respectively) regardless of reproductive season of the 

recipient. No differences in CR were found comparing rFBS to rNBS (38,0% vs 33,0%; 

p=0,5033, respectively) nor between VT vs DT (30,4% vs 41,4%; p=0,1466, respectively). In 

chapter III, the use of Doppler ultrasonography in the evaluation of female buffalo recipients 

was investigated. Objectives were: verify associations between the (I) area of the corpus luteum 

(CL) and the (II) blood perfusion (BP) of the CL with the CR of rFBS and rNBS. For that, 151 

recipients had the CL’s area determined, previously to embryo transfer (ET) and divided into 

three groups: (1), 1,05 – 1,80 cm2, (2), 1,81 – 2,20 cm2 and (3) 2,22 – 3,26 cm2. In order to 

verify the effects of PS, 146 recipients were evaluated and divided into three groups, according 

to the percentage of CL with blood flow: 35-45%, 50-55%, and 60-80%.  The CL area was 

larger in rFBS when compared to rNBS (2,19  0,051 cm vs 1,88  0,049 cm; p<0,0001; 

respectively), but there was no effect of CL area on CR. Considering BP, if the CR was lower 

in group of low perfusion (CR=19,2%) compared to CR in rFBS group with medium perfusion 

(CR=47,6%; p=0,0379) and high perfusion (CR=50,0%; p=0,0218). It is concluded that the best 

season for IVEP in female buffalos is dFBS, and cryopreserved embryos may be transferred to 

recipients in both reproductive seasons resulting in similar CR. Finally, the use of doppler 

ultrasonography to detect recipients with BP similar or larger than 50% proves efficient to 

predict recipients that show higher CRs. 

 

 

Key words: Buffalo. Embryo. Seasonality. Oocyte competence. Uterine receptivity 

  



11  

LISTA DE FIGURAS 

 
Figura 1 - Fluxograma referente ao delineamento experimental do projeto. Fêmeas bubalinas 

em estação reprodutiva favorável (ERF) e desfavorável (ERD) foram submetidas a OPU. Os 

CCOs resultantes foram utilizados para produção in vitro de embriões (PIVE). ..................... 34 

 

Figura 2 - Esquema indicando as aspirações foliculares, desvitrificação ou reaquecimento e 

descongelação para TD realizadas ao longo do experimento, levando-se em consideração a ERF 

e ERD, distribuídas durante as estações do ano. ...................................................................... 35 

 
Figura 3 - Variação da luminosidade em número de horas ao longo do ano na região de 

Amparo/SP. As faixas coloridas indicam a luz solar total, crepúsculo (civil, náutico e 

astronômico) e noite ................................................................................................................. 37 

 

Figura 4 - Diagramas de Venn representando o número de doadoras submetidas à aspiração 

folicular.....................................................................................................................................38 

 

Figura 5 - Protocolo para transferência de embriões em tempo fixo (TETF), descongelados ou 

reaquecidos, em receptoras bubalinas. ..................................................................................... 43 

 

Figura 6 - Comparação da recuperação oocitária e a produção in vitro de embriões bubalinos

 .................................................................................................................................................. 46 

 

 

Figura 7 - Taxa de concepção de embriões bubalinos produzidos in vitro a partir de doadoras 

de oócitos aspiradas na ERF (dERF) ou ERD (dERD) e transferidos para receptoras em 

embriões na ERF (rERF) ou ERD (rERD). .............................................................................. 47 

 

Figura 8 - Taxa de concepção aos 30 dias a partir embriões bubalinos criopreservados por 

vitrificação (VT) ou em curva lenta para transferência direta (TD). ........................................ 49 

 

Figura 9 - Protocolo para transferência de embriões em tempo fixo (TETF), descongelados ou 

reaquecidos, em receptoras bubalinas. ..................................................................................... 60 

 

Figura 10 - Imagem ultrassonográfica em modos B e doppler das estruturas ovarianas (folículo 

dominante e corpo lúteo cavitário) de fêmeas bubalinas previamente à TE. ........................... 61 

 

Figura 11 - Distribuição das frequências (histograma) de corpos lúteos (CL) de acordo com a 

área do CL. No histograma superior está apresentada a distribuição de todas as receptoras 

avaliadas. Nos histogramas inferiores as frequências estão decompostas para receptoras na 

estação reprodutiva favorável (ERF) ou desfavorável (ERD) .................................................. 62 

 

Figura 12 - Média e erro padrão da média da área do CL (cm2) em receptoras bubalinas na 

estação reprodutiva (rERF) ou desfavorável (rERD). Os números entre parênteses representam 

o número amostral por grupo.................................................................................................... 63 

 

Figura 13 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas dos tercis inferior 

(1,05 – 1,80 cm²), médio (1,81 – 2,20 cm²) e superior (2,22 – 3,26 cm²) de área do corpo lúteo 

(CL). ......................................................................................................................................... 63 

 



12  

Figura 14 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva 

favorável (ERF) ou desfavorável (ERD). As receptoras foram agrupadas de acordo com a área 

do corpo lúteo (CL) nos tercis inferior (1,05 – 1,80 cm²), médio (1,81 – 2,20 cm²) e superior 

(2,22 – 3,26 cm²) ...................................................................................................................... 64 

 

 

Figura 15 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva 

favorável (ERF) ou desfavorável (ERD). As receptoras foram agrupadas de acordo com a 

perfusão do corpo lúteo (CL) nos tercis inferior (35-45%), médio (50-55%) e superior (60-80%)

 .................................................................................................................................................. 65 

 

Figura 16 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva 

favorável (rERF). As receptoras foram agrupadas de acordo com a perfusão do corpo lúteo (CL) 

nos tercis inferior (35-45%), médio (50-55%) e superior (60-80%). ....................................... 65 

 

Figura 17 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva 

desfavorável (rERD). As receptoras foram agrupadas de acordo com a perfusão do corpo lúteo 

(CL) nos tercis inferior (35-45%), médio (50-55%) e superior (60-80%). .............................. 66 

 

Figura 18 - Taxa de produção de embriões dos 4 reprodutores envolvidos no experimento. .. 86 

 

Figura 19 - Desemprenho dos touros na produção de embriões, desmembrando suas atuações 

na ERD e ERF. ......................................................................................................................... 86 

 

Figura 20 - Taxa de concepção de embriões produzidos após a FIV, utilizando-se sêmen de 4 

diferentes reprodutores bubalinos, durante o experimento. ...................................................... 87 

 

Figura 21 - Taxa de concepção de embriões produzidos após a fertilização utilizando sêmen de 

4 diferentes búfalos, ao longo de 6 sessões de OPU. ............................................................... 88 

 

  



13  

LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1 – Receptoras utilizadas de acordo com a categoria, novilha ou vaca, na rERF e rERD, 

recebendo embriões de dERF e dERD....................................................................................................43 

 

 

Tabela 2 - Resultados da recuperação oocitária e produção in vitro de embriões de doadoras 

bubalinas aspiradas em dia aleatório do ciclo estral na estação reprodutiva favorável (dERF) ou 

desfavorável (dERD). ............................................................................................................... 45 

 

Tabela 3 - Taxa de concepção aos 30 dias após transferência de embriões bubalinos produzidos 

in vitro e criopreservados. Os embriões foram produzidos a partir de oócitos de doadoras na 

ERF (dERF) ou na ERD (dERD) e transferidos para receptoras bubalinas na ERF (rERF) ou na 

ERD (rERD). ............................................................................................................................ 46 

 

Tabela 4 - Taxa de concepção (TC) de embriões bubalinos produzidos in vitro e transferidos 

para receptoras de embrião de duas diferentes categorias: vacas e novilhas. Os embriões foram 

produzidos a partir de oócitos de doadoras na ERF (dERF) ou na ERD (dERD) e transferidos 

para receptoras bubalinas na ERF (rERF) ou na ERD (rERD) ................................................ 48 

 

Tabela 5 - Taxa de concepção aos 30 dias após transferência de embriões bubalinos produzidos 

in vitro e criopreservados por vitrificação (VT) ou por congelação em curva lente para 

transferência direta (TD). Os embriões foram produzidos a partir de oócitos de doadoras na 

ERF (dERF) ou na ERD (dERD) e transferidos para receptoras bubalinas na ERF (rERF) ou na 

ERD (rERD) ............................................................................................................................. 49 

 

Tabela 6 - Análise por microscopia e uso de sondas fluorescentes de amostras de sêmen 

provenientes de 4 diferentes búfalos, utilizados na FIV para a produção de embriões. ........... 85 

 

Tabela 7 - Taxa de produção de embriões e não aptos à criopreservação, em relação aos oócitos 

destinados ao cultivo in vitro (CIV) utilizando sêmen de 4 diferentes búfalos, sendo que 2 deles 

foram utilizados na ERF e ERD. .............................................................................................. 85 

 

  



14  

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AMH  hormônio anti-Mülleriano 

BE  benzoato de estradiol 

BI  blastocisto inicial 

BX  blastocisto expandido 

BE  blastocisto eclodido 

CASA  análise computadorizada da motilidade  

CIV  cultivo in vitro 

CL  corpo lúteo 

COC  complexo cumulus oócito 

dERD  doadora em estação reprodutiva desfavorável  

dERF  doadora em estação reprodutiva favorável 

ECC  escore de condição corporal 

eCG  gonadotrofina coriônica equina  

ERD  estação reprodutiva desfavorável 

ERF  estação reprodutiva favorável 

FD  folículo dominante 

FIV  fecundação in vitro 

GnRH  hormônio liberador de gonadotrofinas 

hCG  gonadotrofina coriônica humana 

IA  inseminação artificial 

IVB  In Vitro Brasil 

µl  microlitros 

MIV  maturação in vitro 

OPS  open pulled straw 

OPU  ovum pick-up – aspiração follicular 

P4  progesterona 

PFA  população de folículos antrais 

PGF  prostaglandina F2α 

PIV  produzidos in vitro 

PIVE  produção in vitro de embriões 

PS  perfusão sanguínea 

rERD  receptoras em estação reprodutiva desfavorável 

rERF  receptora em estação reprodutiva favorável 

SOD  superóxido dismutase 

TC  taxa de concepção 

TD  transferência direta 

TE  transferência de embriões  

TETF  transferência de embriões em tempo fixo 

vs  versus 

VT  vitrificação 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 
 ºC  graus Celsius 

 



15  

SUMÁRIO 

 

 CAPÍTULO 1 ........................................................................................................................... 17 
1.       REVISÃO DA LITERATURA ................................................................................ 17 
1.1.       CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS BUBALINOS ................................................. 17 

1.2.      CARACTERÍSTICAS REPRODUTIVAS DAS BÚFALAS ...................................... 18 

1.2.1. Sazonalidade e melatonina ................................................................................. 19 

1.3.       EFEITOS DO MEIO AMBIENTE NA REPRODUÇÃO............................................ 21 
1.4.       PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES .................................................................. 22 
1.5.       DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO ................................................................. 24 

1.6.       CRIOPRESERVAÇÃO DE EMBRIÕES .................................................................... 26 

1.6.1.      Métodos de criopreservação .............................................................................. 28 

1.6.1       Vitrificação e Reaquecimento ............................................................................. 28 

1.6.1.2   Congelação em curva lenta para transferência direta ............................................... 29 

CAPÍTULO 2 ........................................................................................................................... 31 

2. A SAZONALIDADE REPRODUTIVA INFLUENCIA A COMPETÊNCIA 

OÓCITÁRIA E EMBRIONÁRIA, MAS NÃO A RECEPTIVIDADE UTERINA EM 

BÚFALAS” ...................................................................................................................... 31 
2.1.     INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA ............................................................................ 31 

2.2.     HIPÓTESES ................................................................................................................... 33 
2.3.     OBJETIVOS .................................................................................................................. 33 
2.4.     DESENHO EXPERIMENTAL ..................................................................................... 34 

2.5.      MATERIAL E MÉTODOS .......................................................................................... 35 

2.5.1.       Local e duração do experimento ............................................................................ 35 
2.5.2.      Definição das estações reprodutivas favorável e desfavorável e período de 

execução do experimento ................................................................................................ 36 

2.5.3.      Doadoras de oócitos .................................................................................................. 37 
2.5.4.      Produção in vitro dos embriões bubalinos ............................................................. 38 

2.5.4.1.    Recuperação oocitária .............................................................................................. 38 
2.5.4.2.    Classificação, envase e maturação oocitária ........................................................... 40 
2.5.4.3.     Preparo do sêmen para a fecundação in vitro (FIV) ............................................... 40 

2.5.4.4.     Fecundação in vitro (FIV) ........................................................................................ 40 
2.5.4.5.     Cultivo in vitro (CIV) ............................................................................................... 41 

2.5.5.      Criopreservação dos embriões ............................................................................... 41 

2.5.6.        Receptoras de embriões .......................................................................................... 42 

2.5.6.1.      Características das receptoras ................................................................................ 42 
2.5.6.2.      Sincronização das receptoras .................................................................................. 42 
2.5.7.        Transferência dos embriões ................................................................................... 44 
2.5.8.        Análise estatística .................................................................................................... 44 
2.6.             RESULTADOS ....................................................................................................... 45 

2.6.1.         Efeito da sazonalidade reprodutiva sobre a recuperação oocitária e produção 

in vitro de embriões bubalinos ....................................................................................... 45 
2.6.2.         Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: 

“influências da doadora de oócitos e da receptora de embriões” ............................... 46 

2.6.3.        Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: “influências 

da categoria (vaca versus novilha) da receptora de 

embriões”...........................................................................................................................48 

2.6.4.        Taxas de concepção de embriões criopreservados por vitrificação ou em curva 

lenta para transferência direta ....................................................................................... 48 



16  

2.7.             DISCUSSÃO ........................................................................................................... 50 

2.7.1.        Efeito da sazonalidade reprodutiva sobre a recuperação oocitária e produção 

in vitro de embriões bubalinos ....................................................................................... 50 
2.7.2.       Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: 

“influências da doadora de oócitos e da receptora de embriões” ............................... 51 

2.7.2.1.      Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: “influências 
da categoria (vaca versus novilha) da receptora de embrião” ......................................... 54 

2.7.2.2.      Taxas de concepção de embriões criopreservados por vitrificação ou em curva 
lenta para transferência direta ......................................................................................... 55 

2.8. CONCLUSÃO ................................................................................................................... 56 

CAPÍTULO 3 ........................................................................................................................... 57 

3. O USO DA ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER NA AVALIAÇÃO DO CORPO 

LÚTEO DE RECEPTORAS BUBALINAS NA ESTAÇÃO REPRODUTIVA 

FAVORÁVEL (RERF) OU DESFAVORÁVEL (rERD).............................................57  

3.1.          INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA ........................................................................ 57 

3.2.          HIPÓTESE ................................................................................................................. 58 
3.3.          OBJETIVOS............................................................................................................... 58 
3.4.          DESENHO EXPERIMENTAL .................................................................................. 58 
3.5.          MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................... 59 

3.5.1.        Local do experimento ............................................................................................. 59 
3.5.2.       Definição das estações reprodutivas favorável e desfavorável e período de 

execução do experimento ................................................................................................ 59 

3.5.3.       Protocolo de TETF .................................................................................................. 59 

3.5.4.       Avaliação das receptoras utilizando ultrassonografia doppler ........................... 60 
3.5.4.1     Área do CL ................................................................................................................ 61 
3.5.4.2.    Perfusão sanguínea .................................................................................................. 61 

3.5.5.      Análise Estatística ..................................................................................................... 61 
3.6.        RESULTADOS .......................................................................................................... 62 

3.6.1.     Área do corpo lúteo ................................................................................................... 62 
3.6.1.1.   Efeito da área do CL na TC em receptoras na rERF e rERD ................................... 62 
3.6.2.     Perfusão do corpo lúteo ............................................................................................ 64 

3.6.2.1.   Efeito da PS do CL na TC em receptoras na rERF e rERD ...................................... 64 
3.7.        DISCUSSÃO .............................................................................................................. 66 

3.7.1.     Uso do Doppler na avaliação da área do corpo lúteo ............................................. 66 
3.7.2.     Uso do Doppler na avaliação da perfusão sanguínea (PS) do corpo lúteo ........... 67 

3.8.         CONCLUSÃO ............................................................................................................ 68 

CAPÍTULO 4 ........................................................................................................................... 68 
4.          CONSIDERAÇÕES FINAIS .................................................................................. 68 
4.1.          INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 68 

4.2.        SEGURANÇA E BUSCA DE EFICIÊNCIA NO PROCESSO.................................70 

4.3.         OTIMIZAÇÃO DA TAXA DE CONCEPÇÃO ......................................................... 69 
4.4.         ALTERNATIVAS PARA AGREGAÇÃO DE VALOR ........................................... 69 
4.5.         ESTOQUE DE EMBRIÕES CRIOPRESERVADOS ................................................ 70 
4.6.         CUIDADOS NA ESCOLHA DO TOURO ................................................................ 70 
4.7.          LIMITAÇÕES E   ALTERNATIVAS ....................................................................  70 

              REFERÊNCIAS......................................................................................................... 71 

             APÊNDICE..................................................................................................................85 



17  

CAPÍTULO 1 

 

1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1.  Características gerais dos bubalinos 

 

Segundo Chen e Li (1989), acredita-se que o Búfalo de Rio moderno (Bubalus bubalis) 

tenha sido domesticado na China, na região do Rio Yangtzi, durante o período neolítico por 

volta de 7.000 anos atrás. Os búfalos domésticos podem ser divididos em dois grupos 

cariotípicos com diferentes características: “búfalos de rio” 2n=50 cromossomos, composto por 

18 raças e “búfalos de pântano” 2n=48, composto por apenas uma raça. Ainda é conhecido a 

existência de um grupo de búfalos híbridos (rio x pântano) com 2n=49 cromossomos 

(DEGRANDI, et al., 2014). 

O rebanho bubalino está constituído por cerca de 207 milhões de cabeças, distribuídas 

ao redor do mundo e responsáveis pelo fornecimento de 10 a 15% da produção mundial de leite 

(FAO, 2020). 

A maioria dos bubalinos encontra-se no continente asiático. A Índia possui o maior 

rebanho, com aproximadamente 113.330.000 animais. Logo a seguir estão o Paquistão com 

37.700.000 e a China com 23.469.000 (FAO, 2017). O Brasil alcançou mais de 1.300.000 

cabeças em 2017 (MATOS et al., 2020), distribuídas em todo o território nacional, destacando-

se entre os países da América do Sul, produzindo leite ao lado dos bovinos. Contudo, os bovinos 

são capazes de produzir leite durante todo o ano, enquanto os bubalinos apresentam 

sazonalidade reprodutiva, apresentando a condição de anestro durante o verão com 

consequências na produção leiteira (BORGHESE et al., 2007). 

Alguns fatores viabilizam o crescimento atual dessa espécie, dentre elas, as vantajosas 

características químicas do leite e da carne, maior resistência às infecções parasitárias, incluindo 

carrapatos da espécie Boophilus microplus, maior resistência às intoxicações por plantas tóxicas 

(BARBOSA et al, 2003; OLIVEIRA et al, 2004) e à infecções no trato reprodutivo, na glândula 

mamaria e nos cascos, em comparação às vacas. 

Outra característica mais marcante dessa espécie é a rusticidade e a adaptabilidade, além 

da eficiência reprodutiva. As búfalas produzem e reproduzem até a idade entre 15 e 20 anos, 

apresentando taxa de natalidade acima de 80% e taxa de mortalidade abaixo de 3% ao ano 

(MOREIRA et al., 1994). A duração da gestação na búfala corresponde, em média, a 315 dias 
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(FONSECA, 1986). 

Há um grande número de publicações que comparam bubalinos e bovinos em relação à 

produtividade, comprovando a superioridade dos bubalinos em regiões de clima adverso e solo 

de baixa qualidade. Búfalos criados em diferentes sistemas de manejo, seja a pasto ou recebendo 

dietas com alto teor de matéria seca, apresentam rendimentos superiores aos bovinos, como 

ganho de peso e produção de derivados lácteos por litro de leite, tornando-se uma alternativa 

economicamente viável (MIRANDA,1986; NASCIMENTO e CARVALHO, 1993). Neste 

contexto, em regiões amazônicas, que permanecem inundadas durante seis meses do ano, 

bubalinos se adaptam bem contrapondo-se, aos bovinos que apresentam vários problemas neste 

tipo de clima. A alta umidade, por exemplo, parece afetar menos os bubalinos do que os bovinos. 

Da mesma forma, havendo sombra e aspersão de água, os bubalinos se adaptam melhor que os 

bovinos (VALE, 1996).  

Embora apresentem maior habilidade em se adaptarem a climas adversos, a atividade 

reprodutiva dos bubalinos é fortemente influenciada por questões ambientais como a 

disponibilidade de alimentos e o fotoperíodo. Em áreas próximas à linha do Equador, onde a 

duração do dia é semelhante ao longo do ano, a escassez de alimento é o fator que mais afeta a 

reprodução (VALE et al. 1996), resultando em atraso da puberdade e aumentando o intervalo 

entre partos. Ao contrário, regiões com latitude elevada, onde ocorre uma maior variação na 

duração da luminosidade diária ao longo do ano, o fotoperíodo exerce uma influência na 

atividade ovariana, aumentando a fertilidade em meses com dias de menor duração da 

luminosidade (CAMPANILE et al. 2010).  

 

1.2.  Características reprodutivas das búfalas 

 

Em adição à atividade reprodutiva da búfala ser influenciada positivamente pela estação 

reprodutiva favorável (dias curtos), a manifestação de cio nas búfalas é difícil de ser observada, 

pois além da estacionalidade não é comum a homossexualidade em relação à aceitação de monta 

(OHASHI, 1994; BARUSELLI, 1994a). O início da ciclicidade ovariana está relacionada à 

fertilidade pós-parto, que depende de fatores genéticos e fisiológicos como raça, produção de 

leite, estágio da lactação e presença do bezerro, além de outros fatores como manejo, nutrição 

e estação reprodutiva (ERF e ERD) (ROY et al., 2003). 

Em relação à fisiologia ovariana, as búfalas apresentam ondas de crescimento folicular 

semelhante às vacas durante o ciclo estral (BARUSELLI et al., 1997a). As características da 

dinâmica ovariana como recrutamento, seleção, dominância e atresia folicular são similares às 
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descritas por SIROIS e FORTUNE, (1988) e GINTHER et al., (1989). Em bubalinos, são 

relatadas de uma a três, sendo mais comum o padrão de duas ondas de crescimento folicular 

(MANIK; MADAN; SINGLA, 1994; BARUSELLI et al., 1997; ALI et al., 2003; PRESICCE 

et al., 2004) 

 

1.2.1. Sazonalidade e melatonina 

 

Na espécie bubalina, as características reprodutivas sofrem influência dos fatores 

ambientais como o clima, o manejo e a nutrição e, em menor grau, dos fatores genéticos (OBI-

REDDY et al., 1999; SHAH et al., 1990). Tem sido observado que a influência sazonal interfere 

de forma relevante no comportamento reprodutivo, pois a produção e a liberação dos hormônios 

sexuais se baseiam nas variações de luminosidade diária ao longo do ano (PHOGAT et al., 

2016). As búfalas são, portanto, poliéstricas estacionais de dias curtos, mas na zona equatorial 

podem demonstrar cio o ano todo. Entretanto, o fator limitante para um bom desempenho 

reprodutivo nas regiões equatoriais é a nutrição (CAMPANILE, 2010). 

A duração da luminosidade solar em relação à noite, ao longo das 24 horas do dia, é 

conhecida como fotoperíodo (MOREIRA; RODRIGUES, 2015). A percepção desta duração é 

captada pela retina e transformada em sinal endócrino pela glândula pineal, responsável pela 

modulação da secreção de melatonina, que influencia diretamente a atividade reprodutiva 

(PHOGAT et al., 2016). Na búfala, a duração da luminosidade tem relação negativa com a 

manifestação do estro (SINGH et al., 2000), sendo a melatonina um hormônio fundamental na 

regulação da secreção das gonadotrofinas e liberação do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) (ZICARELLI, 1997). A melatonina é um neurotransmissor que age no eixo 

hipotalâmico-hipofisário, aumentando a concentração do hormônio liberador das 

gonadotrofinas (GnRH) na búfala, causando crescimento folicular e a ovulação (MISZTAL et 

al., 2002). 

Parmeggiani et al. (1993) observaram que a concentração plasmática de melatonina em 

búfalas da raça Mediterrânea, medidas por radioimunoensaio, é influenciada pelo fotoperíodo, 

aumentando consistentemente com a diminuição da luminosidade dos dias, estando relacionado 

com a estação do ano e não com a fase do ciclo estral, demonstrando que o bubalino é um animal 

fotossensitivo e a melatonina é um sinal transducional para o escuro. A melatonina (N-acetil-5-

metoxitriptamina) é uma indolamina sintetizada a partir do triptofano, na glândula pineal e em 

outros locais como a retina, glândula lacrimal extra-orbitária, trato gastrointestinal, pele e ovário 

(ITOH et al., 1999), possuindo atividade antioxidante, como sugeriram de forma pioneira 
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IANAS et al. (1991). Além da ação sistêmica, pode atuar no ovário, pois estudos com mulheres 

detectaram concentrações elevadas desse hormônio no fluido folicular (RONNBERG et al., 

1990). Constatou-se também a presença de receptores de melatonina em células foliculares de 

ratas e camundongas (SOARES et al., 2003) e precursores desse hormônio em extratos de ovário 

humano, o que leva a crer que seja possível a sua produção no ovário (ITOH et al., 1999). Ainda 

assim, a ação antioxidante da melatonina pode ter relação com o desenvolvimento folicular e a 

qualidade dos oócitos, podendo interferir no processo de maturação oocitária e ovulação 

(TAMURA et al., 2008). Woo et al. (2001) demonstraram que a melatonina pode regular a 

produção de progesterona (P4) e a expressão gênica para receptores de GnRH e LH. 

As novilhas búfalas possuem tendência de apresentar anestro na ERD e a melatonina 

tem sido utilizada para corrigir essa deficiência, induzindo a ciclicidade ovariana. Nesse sentido, 

o tratamento com implante de melatonina em novilhas é eficiente para induzir a ovulação do 

folículo dominante, originando a formação de um corpo lúteo (CL) com consequente produção 

de P4 na ERD (GHUMAN et al., 2010). Em outro estudo, Ramadan et al. (2014) utilizaram 

implante de melatonina seguido da colocação e retirada nove dias depois de dispositivo com 

liberação de P4, associado à aplicação de eCG um dia antes e GnRH um dia depois. Observou-

se que os animais tratados com melatonina adquiriram maior habilidade para manter o corpo 

lúteo 21 dias após a inseminação artificial (IA) e apresentaram maior taxa de concepção (TC), 

além de aumentar o diâmetro do folículo dominante (FD) durante a ERD, em condições 

tropicais. Esse mesmo grupo observou melhor função do CL e melhores TC associados ao 

aumento da atividade da superóxido dismutase (SOD) em búfalas em lactação utilizando o 

mesmo tratamento realizado nas novilhas (RAMADAN et al., 2016). Outro grupo conduziu 

experimento para verificar o uso do implante de melatonina para induzir o cio e melhorar a TC, 

utilizando protocolo de Ovsynch. Entre novilhas tratadas e grupo controle, nenhuma apresentou 

cio até 28 dias após a inserção, mas todas responderam à indução de cio após o protocolo de 

Ovsynch (KAVITA et al., 2018). 

Como consequência da sazonalidade, a parição em determinada época do ano para a 

produção de carne, é uma característica que facilita o manejo dos nascimentos, do desmame, da 

recria, da terminação e do abate. Entretanto, em criações voltadas para a produção leiteira, esta 

concentração da parição faz com que a produção de leite seja heterogênea ao longo do ano 

(BARUSELLI et al., 2003). Estabelecendo-se a gestação na ERF, a produção de leite no auge 

da safra é praticamente o triplo da observada, caso esse fato ocorra na ERD. No entanto, no 

mercado brasileiro, a demanda por derivados de leite é relativamente constante durante todo o 

ano. Em virtude disso, a produção leiteira durante a fase desfavorável é uma das alternativas 
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que visa padronizar a oferta de produtos no mercado (BERNARDES, 2007). 

 

1.3.  Efeitos do meio ambiente na reprodução 

 

De acordo com Jochle e Lammond (1980), os fatores relacionados ao meio ambiente 

podem influenciar o desempenho reprodutivo, dividindo-se em inanimados e animados. Os 

fatores inanimados são classificados em fatores meteorológicos, climáticos, mudanças no 

fotoperíodo, temperatura, umidade, precipitação e a nutrição. Já os fatores animados são as 

formas de interação com a saúde animal, como as infecções, as interações com os endo- e 

ectoparasitas, interações entre membros da mesma espécie (fatores sociais) e a interação com o 

homem. Exemplificando a importância do fator climático, a detecção de cio nas búfalas ocorre 

com maior frequência e se manifesta de maneira mais intensa na época fria. Além disso, pelos 

efeitos do fotoperíodo é acompanhada por mudanças nos padrões de P4 e estradiol, na frequência 

e amplitude dos pulsos de LH em comparação às épocas quentes (SHAFIE, 1993). Altas 

temperaturas também podem influenciar o desempenho reprodutivo. 

O estresse térmico, decorrente de altas temperaturas, é o maior fator limitante no tocante 

aos animais de produção criados em clima tropical. Os bubalinos possuem baixa capacidade de 

tolerância ao calor comparado com outros ruminantes domésticos. Isso ocorre devido à má 

distribuição das glândulas sudoríparas na superfície corporal, coloração escura corporal e 

presença de poucos pelos na superfície corporal (DAYAL et. Al., 2017). Neste contexto, a 

detecção de cio nas búfalas ocorre com maior frequência e se manifesta de maneira mais intensa 

na época fria. Além disso, esse processo é acompanhado por mudanças nos padrões de P4 e 

estradiol, na frequência e amplitude dos pulsos de LH em comparação às épocas quentes 

(SHAFIE, 1993). Em adição, também constatou-se que a elevação da temperatura ambiental 

causa um efeito prejudicial na produção, qualidade e desenvolvimento da competência de 

oócitos bubalinos coletados em ovários de abatedouro (NANDI et al., 2001). Segundo Mishra 

et al. (2007), embriões bubalinos produzidos a partir de oócitos recuperados em ovários de 

abatedouro, nos dias em que a temperatura máxima ambiente era menor ou igual a 40º C 

apresentaram maior taxa de clivagem que aqueles coletados em dias de temperatura a 40º C ou 

mais (33,6% vs 17,6%; P<0,05) e também na taxa de produção de blastocistos (9,8% vs 0,0%; 

P<0,05), sugerindo que a temperatura influencia a competência dos oócitos.  

Ainda, segundo Abdoon et al. (2014), a estação quente é a principal limitação para a 

produção e reprodução dos bubalinos e a competência oocitária foi prejudicada durante a 

estação desfavorável, indicado por uma pobre maturação, baixas taxas de clivagem e de 



22  

produção de blastocistos, além da alteração na expressão gênica, com a maior expressão do gene 

HSP70, conhecido por agir como fator pró-apoptótico, nos complexos cumulus-oócitos (CCOs) 

e nos oócitos maturados in vitro.  Esse fato pode indicar uma função relacionada ao estresse 

térmico, pois sua expressão está aumentada nas células do cumulus de CCOs bovinos expostos 

à elevadas temperaturas (PAYTON et al. 2011).  

No sentido de investigar a influência da época do ano na fertilidade, novilhas búfalas 

foram submetidas à OPU e seus oócitos aspirados durante o inverno e o verão, sendo em seguida 

submetidos a análises moleculares. Foram observados efeitos causados pelo estresse térmico, 

afetando pelo menos dez genes relacionados com importantes funções biológicas (FERREIRA 

et al., 2013).  Verificou-se ainda, nesse estudo, que a temperatura cutânea (35,0±0,4 vs 23,8±0,5 

º C), a temperatura retal (38,7±0,1ºC vs 38,0±0ºC), além da frequência respiratória (21,3±1,2 vs 

15,4±1,1) foram maiores durante o verão em comparação ao inverno, nas novilhas bubalinas. 

Shahzad et al. (2020) concluíram que as variações sazonais e o fotoperíodo causam 

profundos efeitos na PIVE (produção in vitro de embriões) de búfalas, notadamente na 

qualidade do oócito e no desenvolvimento embrionário subsequente. Nesse estudo, ao analisar 

a expressão gênica, observaram genes associados à pluripotência durante o pico da ERF (OCT-

4) aumentado e a proteína relacionada ao choque térmico (HSP90) diminuída, comparado à 

ERD. Portanto, recomenda-se adequadas suplementações na maturação in vitro dos oócitos 

minimizar os efeitos sazonais. Em outro experimento, foi observada gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase diminuído na MIV em oócitos de búfalas durante a ERD, enzima envolvida com 

o metabolismo energético (WESSEL et al., 2002). 

No entanto, embora o estresse térmico cause notáveis prejuízos às funções reprodutivas, 

muitas vezes seus efeitos podem ser confundidos com os efeitos da estacionalidade reprodutiva.  

 

1.4.  Produção in vitro de embriões 

 

Nandi (2002) demonstrou que nas últimas décadas houve uma evolução significativa na 

produção in vitro de embriões na espécie bovina. Contudo, a morte de neonatos imediatamente 

após o parto e a alta taxa de fetos com deformidades representaram problemas de importância 

econômica e ética. Antes que esses problemas fossem resolvidos totalmente surgiram ainda 

vários questionamentos como: quais são os critérios de avaliação dos oócitos de boa ou má 

qualidade? Quais são os fatores intrínsecos que determinam oócitos competentes? Por que nem 

todos os blastocistos se desenvolvem a termo? Os blastocistos morfologicamente normais são 

realmente normais? Por que algumas descendências são normais e outras não? Essas questões 
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pertinentes à PIVE em bovinos não podem ser satisfatoriamente respondidas no presente. 

Melhorias no sistema da PIVE em bubalinos requerem desenhos experimentais dos especialistas 

nos próximos anos frente aos desafios (NANDI, 2002). Para isso, é importante conhecer os 

aspectos que envolvem o crescimento folicular, além do início e final do processo de maturação 

oocitária (MERTON et al. 2003).  

Os oócitos dos mamíferos, recuperados durante a OPU, dependem de componentes 

estocados no ooplasma durante a oogênese para culminar com o blastocisto viável. Esses 

componentes incluem mRNAs, proteínas, organelas e substratos energéticos e são necessários 

durante as fases iniciais do desenvolvimento embrionário, momento em que a atividade 

transcricional do embrião é limitada (MEIRELLES et al., 2004). 

Além da qualidade oocitária, inúmeros fatores podem interferir na eficiência da 

produção de embriões in vivo e in vitro em búfalos (MISRA et al., 1999; CHAUHAN et al., 

1998). Segundo GASPARINI (2002), pouca diferença é detectada na maturação de oócitos 

bubalinos e bovinos (87% vs 94%) e menores taxas de clivagem podem indicar um papel crítico 

na fecundação, pois pequena porcentagem dos reprodutores apresenta boa capacidade nos 

procedimentos in vitro, devido ao próprio processamento do sêmen para a PIVE (KRUIP et al., 

1994). Outros fatores podem justificar a baixa taxa de embriões produzidos, como a quantidade 

e a qualidade de oócitos recuperados e submetidos à PIVE (NANDI et al., 2002), uma vez que 

fêmeas bubalinas possuem uma reserva ovariana em torno de aproximadamente 19.000 

folículos pré-antrais o que contrasta com uma população em torno de 150.000 em fêmeas 

zebuínas (GASPARRINI, 2002; SANTOS et al., 2013).  

 

1.4.1. OPU (ovum pick up) e LOPU (laparoscopy ovum pick up) 

 

A obtenção de oócitos in vivo por meio de laparoscopia (LOPU) ou aspiração folicular 

transvaginal guiada por ultrassom (OPU) para a PIVE possibilita um melhor aproveitamento do 

potencial genético de fêmeas consideradas superiores ao longo de todo ano (NAGAI, 2001) e o 

número de embriões produzidos por sessão de aspiração será um importante fator que definirá 

o sucesso do procedimento. Além de ser pouco invasiva, a OPU pode ser realizada em todas as 

fases do ciclo estral, em animais nulíparos (pré-púberes e púberes), primíparos e multíparos, 

sem necessidade de estimulação hormonal prévia (BOUSQUET et al., 1999) e ainda no início 

da gestação, até quando for possível manipular os ovários com segurança, sem uma tração 

exagerada (MERTON et al. 2003). A aspiração folicular por via laparoscópica (LOPU - 

laparoscopy ovum pick up) também pode ser utilizada para a PIVE em bezerras bubalinas entre 
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2 e 6 meses de idade (BALDASSARRE, 2018; BARUSELLI et al., 2018).  

 

1.4.2. Efeito do sêmen 

 

Analisando o efeito do touro na eficiência do processo, a avaliação do sêmen para a 

fecundação in vitro (FIV) (MAHMOUD et al., 2004; SCHOLKAMY et al., 2009) combinada 

com a avaliação da morfologia espermática (ABDEL DAYEM et al., 2009) são técnicas úteis 

para prever a fertilidade dos touros. A motilidade dos espermatozoides, a morfologia, a 

porcentagem de membrana plasmática e acrossomo íntegros são informações preditivas para o 

sucesso da FIV (ZHANG et al., 1998).  

O impacto do sêmen utilizado na produção in vitro de embriões foi objeto de um estudo 

em Nelore (Bos indicus), mostrando que touros considerados superiores alcançaram taxas de 

blastocisto superior a 30% (18 de 48 touros). Em contraste, os piores (5 de 48 touros) 

produziram taxas muito baixas de blastocisto, que foram inferiores a 20%. Estes resultados 

destacam a importância da exclusão de touros com resultados inadequados na produção de 

blastocistos durante os procedimentos de PIVE (WATANABE et al., 2017). 

Em um trabalho recente realizado no Egito (SOLIMAN et al., 2018) foi avaliado o efeito 

do tipo de processamento do sêmen (in natura e criopreservado) na capacidade de 

desenvolvimento e criotolerância de embriões de búfalos. O sêmen congelado reduziu 

significativamente as taxas de sobrevivência de mórula e blastocisto em relação ao sêmen in 

natura após 24 horas de cultivo enquanto o melhor desenvolvimento e viabilidade foram 

detectados em embriões derivados de sêmen in natura. Ainda assim, o sêmen congelado é 

amplamente utilizado na fecundação in vitro por facilitar a logística e evitar a transmissão de 

doenças, equilibrando as vantagens de utilizar sêmen in natura (ENGLERT et al., 1989). 

Resultados comparativos demostraram que usar sêmen de diferentes touros na FIV pode 

influenciar os resultados de fertilidade e de produção de embriões (BARUSELLI et al., 2020). 

Os touros de melhor qualidade obtiveram excelentes taxas de blastocisto, enquanto os de pior 

qualidade foram muito ruins de produção. A taxa de produção de embriões variou de 6,4% para 

o pior desempenho até 37,7% para o touro mais eficiente. 

 

1.5.  Desenvolvimento embrionário 

 

A primeira transferência de embriões em búfalas foi realizada com sucesso nos EUA 

(DROST et al., 1983). Em seguida, outros trabalhos na área foram feitos com sucesso em outros 
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países. No entanto, a taxa de sucesso na búfala é muito baixa devido a resposta pobre à 

superovulação, por fatores inerentes à espécie como falha na captura dos oócitos pela fímbria 

e/ou no transporte do oócito no oviduto (MISRA et al., 1990; CARVALHO et al., 2002).  A 

média de embriões transferíveis é menor do que um por búfala superovulada.  

Em função dos baixos resultados, uma alternativa que se apresenta é a PIVE, apesar das 

búfalas possuírem baixo número de folículos primordiais e grande incidência de atresia folicular 

(TY et al., 1989), além de baixa população de folículos antrais (BARUSELLI et al., 1997; 

BALDRIGHI et al., 2014; GIMENES et al., 2015) e baixas taxas de clivagem, conforme 

descrito em outros estudos conduzidos em bubalinos (GASPARRINI, 2002; FERRAZ et al., 

2007; SÁ FILHO et al., 2009; SALIBA et al., 2009). No sentido de buscar maior eficiência, o 

AMH é uma alternativa capaz de selecionar animais com maior capacidade para a produção de 

oócitos e embriões, podendo ser utilizada potencialmente nos bubalinos (TY VAN et al., 1989; 

BALDRIGHI et al., 2014). A baixa produção de embriões in vitro ainda está relacionada à baixa 

qualidade do oócito e à capacidade de sofrer adequadas maturações nuclear e citoplasmática, 

além da qualidade do sêmen congelado utilizado na FIV (GASPARRINI, 2002). Deve-se 

destacar que, em relação aos bovinos, os bubalinos possuem algumas particularidades. Dentre 

elas, a maior capacidade de acumular lipídeos durante a maturação oocitária e o menor tempo 

para completá-la (NEGLIA et al., 2003), além de apresentar o desenvolvimento mais rápido dos 

embriões durante o cultivo (BARKAWI et al., 2007). 

Ao comparar as taxas de produção de blastocistos entre três diferentes grupos genéticos 

verificou-se que o Bos indicus apresentou melhor resultado (28,3±2,8%; P < 0,01) do que Bos 

taurus (14,1±2,9%) e Bubalus bubalis (10,2±2,0%) (GIMENES et al., 2015). Nesse sentido, é 

possível aspirar búfalas em intervalos de 7 ou 14 dias (FERRAZ et al., 2015) para otimizar a 

produção de embriões. O desenvolvimento embrionário nas búfalas é 12 a 24 horas mais 

acelerado que na vaca, considerando-se tanto os embriões produzidos in vitro (GASPARRINI, 

2002) como in vivo (NEGLIA et al., 2001). Parece que a inter-relação entre o desenvolvimento 

precoce do concepto, a funcionalidade do corpo lúteo, a preparação do útero e o reconhecimento 

materno da gestação estão mais intimamente vinculados em bubalinos do que em bovinos 

(CAMPANILE et al., 2010). Esse último autor também afirma que mórulas compactas são 

observadas no útero de búfalas cinco dias após o cio e os blastocistos no dia seguinte, sendo que 

a TC em búfalas pode estar relacionada com a concentração de P4 observada cinco dias após o 

cio (CAMPANILE et al., 2007).  

Segundo MONDADORI et al. (2010), os CCOs oriundos de folículos antrais de 1 mm 

de diâmetro possuem um núcleo excêntrico, corona radiata compacta e vilosidades 
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ooplamásticas totalmente envolvidas com a zona pelúcida, onde uma junção bem definida pode 

ser observada. As mitocôndrias estão distribuídas ao longo do ooplasma, da mesma forma que 

pequenas vesículas lipídicas. Já nos CCOs com 2 mm de diâmetro são observados o início da 

formação do espaço perivitelínico, além do núcleo localizado perifericamente e do aumento no 

número de mitocôndria. As vesículas lipídicas também aumentam em número e tamanho. Nos 

CCOs derivados de folículos antrais com 6 mm de diâmetro, as organelas estão localizadas 

principalmente na região perinuclear. Os complexos de Golgi e o retículo endoplasmático estão 

mais desenvolvidos e as mitocôndrias migram para a região cortical, ao contrário dos vacúolos 

lipídicos que migram para a região medular nessa fase. 

Mondadori et al. (2010) também observaram que o ovário da búfala possui em torno de 

19.819 folículos pré-antrais (FPA), número inferior ao observado nos animais Bos taurus 

(ERICKSON, 1966) e Bos indicus (LUCCI et al., 2002). Nesses estudos, os autores concluíram 

também que o número de FPA é semelhante entre taurinos e zebuínos. Pode-se inferir, portanto, 

que o baixo número de folículos antrais no ovário da búfala deve-se principalmente ao baixo 

número de folículos pré-antrais presentes na espécie (TY et al., 1989). O ovário da búfala possui 

menor população de folículos recrutáveis a qualquer tempo. Na média, são cerca de 12.000 

folículos primários reportados (DANELL, 1987), comparado com 133.000 na vaca 

(ERICKSON, 1966). 

Mondadori et al. (2010) relataram que o número de folículos primários é maior do que 

os primordiais e secundários, característica muito provavelmente inerente à búfala. Esse fato 

também foi observado por Santos et al. (2006) e de modo contrário em cabras (LUCCI et al., 

2001), vacas (LUCCI et al. 2002), ovelhas (RONDINA et al., 2005) e macacas (LOPES et al., 

2006). Além disso, estes autores citam que os ovários utilizados no experimento pertenciam às 

fêmeas em mesma idade reprodutiva, o que permite inferir que as diferenças intrínsecas quanto 

à população folicular são responsáveis por variações observadas na produção de oócitos entre 

animais da mesma espécie. 

 

1.6.  Criopreservação de embriões 

 

Ao longo das últimas 5 décadas duas abordagens de criopreservação foram propostas, o 

congelamento lento, que consiste no resfriamento gradual a 0,5° C/min e a vitrificação (VT), 

que consiste na imersão direta em nitrogênio líquido. Segundo Rall (1992) existem três fatores 

que influenciam no sucesso do congelamento lento, a adição de glicerol ou outro crioprotetor à 

suspensão com embrião, controle eficiente do decréscimo da temperatura até a estocagem em 
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nitrogênio líquido e a mudança característica do volume osmótico dos blastômeros ao longo do 

processo de criopreservação. A VT também possui três pilares para obter sucesso: não pode 

haver formação de cristais de gelo dentro das células durante o resfriamento, estocagem ou 

reaquecimento; é necessária alta concentração de crioprotetores para desidratação osmótica; e a 

mudança característica do volume osmótico dos blastômeros ao longo do processo de 

criopreservação, assim como no congelamento lento, também deve ocorrer (RALL, 1992; 

ARAV, 2014). Muitos fatores parecem estar envolvidos em melhorar a sobrevivência de 

embriões PIV (produzidos in vitro) congelados e descongelados. No entanto, pesquisas são 

necessárias para melhorar a tolerância à criopreservação e obter resultados semelhantes aos 

embriões frescos (DOCHI, 2019).  

Apesar de não estar claro como e por que a acumulação lipídica ocorre no citoplasma 

dos embriões PIV, tal acúmulo tem sido atribuído à presença de soro fetal bovino. De fato, o 

aumento de gotas lipídicas está moderadamente correlacionado com a apoptose em blastocistos 

PIV vitrificados (SUDANO et al., 2012), sendo que embriões cultivados em sistemas livres de 

soro têm uma redução no acúmulo de gotas de lipídeos citoplasmáticas e maior resistência à 

criopreservação (PEREIRA e MARQUES, 2008). Outra alternativa para diminuir o conteúdo 

de gotas lipídicas é a delipidação, pelo tratamento com Forskolin. Esse efeito foi observado em 

embriões bovinos e bubalinos PIV, com o aumento da taxa de sobrevivência embriões 

criopreservados (PANYABORIBAN et al., 2018). Já Murillo et al. (2017) constataram que 

meios livres de proteína entre os dias 6 e 7 do cultivo resultaram em elevação das taxas de 

prenhez e nascimento após a criopreservação. A adição de L-Carnitina ao meio de cultivo 

proporciona uma melhora a competência no desenvolvimento e na criotolerância por meio de 

um efeito antioxidativo (TAKAHASHI et al., 2013). 

Embora diversos protocolos de criopreservação tenham sido adotados e adaptados para 

embriões PIV, ainda não se tem uma técnica prática que resulte em altas taxas de concepção. A 

VT, por apresentar melhores taxas, é a mais utilizada. Entretanto, apresenta desvantagens em 

relação ao processo de reaquecimento e cuidados com a toxicidade do crioprotetor. Assim, 

outros métodos têm sido estudados e desenvolvidos. 
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1.6.1. Métodos de criopreservação 

 

1.6.1.1. Vitrificação e Reaquecimento 

 

A VT é definida como um processo fisiológico no qual uma solução de crioprotetores 

altamente concentrada solidifica durante o congelamento, sem a formação de cristais de gelo 

(NIEMANN, 1991). Existem três aspectos que devem ser observados no processo de VT: a taxa 

de abaixamento da temperatura, a viscosidade do meio no qual os embriões ficarão suspensos, 

que está relacionada com a concentração de um ou mais crioprotetores e o volume da gota, que 

quanto menor, melhor proporciona a transferência de calor, facilitando o rápido abaixamento 

da temperatura (ARAV et al., 2002). A combinação de crioprotetores é frequentemente utilizada 

para aumentar a viscosidade e reduzir o nível de toxidade, apesar de haver a possibilidade de 

embriões criopreservados pela VT poderem sofrer injúrias por sua toxidade, possibilidade de 

fraturas pelo gelo extracelular e efeitos osmóticos adversos (KASAI et al., 1996).  

Com base nisso, diferentes estratégias foram desenvolvidas para permitir que essa 

solução, contendo o embrião, entrasse em contato com o nitrogênio líquido, dos quais 

destacamos: open pulled straw - OPS (VAJTA et al., 1998) e cryotop (KUWAYAMA et al., 

2005), também utilizado para a VT de oócitos humanos. 

 Com relação ao melhor estágio de desenvolvimento para o embrião bovino ser 

vitrificado, Morato et al. (2010) ao avaliarem a taxa de eclosão após a VT com cryotop de 

embriões PIV no sétimo e oitavo dia de cultivo, nos estágios de blastocisto inicial (BI), 

blastocisto expandido (BX) e blastocisto eclodido (BE), observaram que os mais avançados no 

desenvolvimento tiveram melhor taxa de eclosão em relação aos menos desenvolvidos. 

Adicionalmente, estudo conduzido por Stinshoff et al., (2011) demonstrou que a 

criopreservação afeta a qualidade dos embriões em nível molecular, o que pode causar 

alterações na expressão de alguns genes, menor nos embriões vitrificados do que nos 

submetidos ao congelamento clássico.  

Para concluir, apesar de apresentar resultados satisfatórios, a VT apresenta limitações 

para uso comercial devido ao reaquecimento demandar o uso do estereomicroscópio e soluções 

para a remoção dos crioprotetores (FERRÉ et al., 2020), além de técnico habilitado. Além disso, 

utiliza altas concentrações de crioprotetores que são tóxicas se não forem bem conduzidas 

durante o procedimento. 

Sobre o reaquecimento, Vajta et al. (1997), acompanharam as mudanças ultraestruturais 

que ocorrem após o reaquecimento de embriões vitrificados aos sete dias de desenvolvimento 
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na fase de blastocisto expandido. Esses embriões foram vitrificados em método de equilíbrio 

em duas etapas, utilizando etilenoglicol e dimetilsulfóxido como crioprotetores. Os embriões 

foram avaliados por microscopia eletrônica de transmissão verificando os achados 

imediatamente, 4 horas e 24 horas após o reaquecimento. Na hora zero foi observada apenas um 

colapsamento da blastocele utilizando o estereomicroscópio. Contudo, ultraestruturalmente 

sinais de extensa injúria foram vistos, incluindo uma distensão geral ou encolhimento da 

mitocôndria, desintegração das adesões celulares entre as células adjacentes do trofoblasto e 

completa ruptura de algumas células. Após quatro horas do reaquecimento observou-se ao 

estereomicroscópio encolhimento da blastocele e aparência de grânulos escuros na massa 

celular. A nível estrutural sinais de regeneração foram observados como células com menor 

injúria que foram remontadas na área central, formando uma pequena blastocele, as estruturas 

celulares de adesão foram restabelecidas e os danos da mitocôndria eram menos severos. A 

maioria das células danificadas irreversivelmente ou debris celulares foram acumulados no 

espaço perivitelino. Às 24 horas após o reaquecimento, ao estereomicroscópio, não foi 

observado sinais de injúrias nos blastocistos sobreviventes. Na investigação a nível 

ultraestrutural debris celulares no espaço perivitelino e algumas células degeneradas na 

blastocele foram os únicos sinais de crioinjúria. Esse estudo concluiu que alguns sinais de danos 

extensos e inesperados foram observados, seguido de uma regeneração e reorganização da 

estrutura embrionária.  

Yang et al. (2012) concluíram que blastocistos jovens e os embriões com 

desenvolvimento tardio apresentaram baixa criotolerância em relação aos blastocistos 

expandidos ou aqueles que se desenvolveram mais cedo. Portanto, blastocistos expandidos com 

cinco a sete dias de desenvolvimento parecem os mais adequados para a VT, apesar de 

blastocistos expandidos com 8 a 9 dias de desenvolvimento foram também criopreservados com 

sucesso. 

 

1.6.1.2 Congelação em curva lenta para transferência direta 

 

Um método para TD foi descrito por Willadsen et al. (1978), mas somente uma receptora 

tornou-se gestante, entre vinte utilizadas no experimento. Em 1984 outro método de TD foi 

descrito, onde os embriões foram congelados em solução contendo 1,4 M de glicerol e 0,25 M 

de sacarose (MASSIP et al., 1984). Em seguida, foi reportada taxa de 51,8% de gestação, 

utilizando essa técnica, possibilitando que fosse aplicada em condições de campo (MASSIP et 

al., 1987). Nova abordagem, utilizando etilenoglicol (EG) 1,5 M para embriões bovinos foi 
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descrito para o método TD (VOELKEL & HU, 1992a). Embriões criopreservados no EG 

puderam ser reidratados diretamente no meio holding e atingir TC ao redor de 50%.  

Segundo estudos, a sobrevivência de embriões PIV após congelamento pode ser afetada 

pelos meios de cultura (LEIBO, et al.; 1993). Embriões PIV têm uma aparente sensibilidade 

associado aos seus lipídeos quando o meio de cultura é suplementado com SFB (LEIBO et al., 

1993; IMAI et al., 1997). Estudo que examinou o congelamento e descongelamento de embriões 

cultivados na presença de lipossomos, que podem melhorar a estabilidade da membrana, 

demonstrou que a composição do meio de cultura pode afetar a estrutura da membrana de 

embriões bovinos e a sensibilidade ao congelamento (PUGH et al., 1996).  

Outros estudos relataram ainda, o aumento significativo da taxa de sobrevivência de 

embriões PIV congelados-descongelados pela adição de Albumina de Ácido Linoleico ao meio 

de cultivo contendo soro fetal proporcionando o aumento da criotolerância (IMAI et al., 1997; 

DOCHI, 2019). 

Kizil et al. (2014) estudaram a capacidade de embriões congelados em curva lenta, 

utilizando-se etilenoglicol como crioprotetor de se desenvolver após o descongelamento. Os 

embriões foram produzidos a partir de oócitos aspirados em ovários de matadouro de folículos 

com diâmetro entre 2 e 8 mm. Os resultados demonstraram que o etilenoglicol pode ser utilizado 

efetivamente como crioprotetor para congelar embriões bovinos produzidos in vitro. 

Protocolos para transferência direta (TD) de embriões congelados produzidos in vitro 

foram utilizados com bons resultados por Sanches et al. (2016). O estudo realizado demonstrou 

que embriões produzidos e congelados após fecundação dos oócitos com espermatozoides 

sexados podem ser transferidos diretamente para as receptoras, alcançando taxas de concepção 

semelhantes aos embriões vitrificados. Essa evidência contribui enormemente para facilitar a 

logística de utilização dos embriões, principalmente em fazendas de exploração leiteira. 
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CAPÍTULO 2 

 

2. A SAZONALIDADE REPRODUTIVA INFLUENCIA A COMPETÊNCIA 

OÓCITÁRIA E EMBRIONÁRIA, MAS NÃO A RECEPTIVIDADE UTERINA 

EM BÚFALAS” 

 

2.1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A búfala tem se destacado por sua rusticidade, fertilidade, longevidade e adaptabilidade 

em diferentes regiões do Brasil e do mundo. A composição do leite da búfala é característica e 

diferente do leite da vaca, proporcionando alto valor nutritivo e maior rendimento industrial 

(PATIÑO, 2011). No panorama mundial, 12,8% do leite produzido é originado da búfala (FAO, 

2011). Com relação à carne, a de origem bubalina é sensorialmente similar à carne bovina, 

considerada de boa qualidade, possuindo maior presença de ácidos graxos, como o ômega 3, 

considerada mais saudável em relação à carne bovina (GIORDANO, 2010). 

O búfalo (Bubalus bubalis) se comporta como um animal poliéstrico sazonal de dias 

curtos, dependendo da proximidade com a linha do Equador, coincidindo a atividade 

reprodutiva com a diminuição das horas do dia (GARCIA, 2006; VALE e RIBEIRO, 2005). Os 

meses do ano que compreendem o outono e o inverno representam a estação reprodutiva 

favorável (ERF), período em que estudos demonstram haver aumento da competência oocitária 

(FRANCESCO et al., 2011). Já nos meses de primavera e verão encontra-se a estação 

reprodutiva desfavorável (ERD), na qual as búfalas se encontram em anestro.  

Por razões não totalmente esclarecidas, na espécie bubalina, a superovulação seguida da 

colheita dos embriões é menos eficiente quando comparada à bovina, tanto na quantidade, 

quanto na qualidade das estruturas recuperadas, mesmo com boa resposta à superovulação 

(BARUSELLI et al., 2007; DROST, 2007; CAMPANILE et al., 2010). Com isso, a associação 

da aspiração transvaginal (OPU = Ovum pick-up) e a PIVE representa um método alternativo, 

desenvolvido com base nos conhecimentos adquiridos a partir destes procedimentos em 

bovinos. Essas tecnologias são mais eficientes para produzir embriões, aumentando a 

progressão genética na linhagem materna (GALLI et al., 2001; GASPARRINI, 2002; 

BARUSELLI et al., 2018). Entretanto, vários fatores limitam a eficiência de OPU/PIVE como 

a população de folículos antrais (PFA), o diâmetro folicular, os efeitos do meio ambiente, da 

fazenda e a categoria da doadora (BARUSELLI et al., 2018). 

Dados da IETS demonstram como a PIVE tem crescido e o enorme mercado que essa 



32  

biotecnologia da reprodução representa no mundo, além da importância do Brasil nesse cenário 

(VIANNA, 2018). Entretanto, existem poucas informações disponíveis nessa área sobre 

bubalinos, o que pode representar uma oportunidade de crescimento desse mercado. Na última 

década, a demanda por embriões produzidos in vitro tem aumentado, devido à efetividade da 

sua utilização no melhoramento genético. Contudo, esses embriões são menos resistentes às 

injúrias se comparados aos embriões produzidos in vivo. Entre outros fatores, isso tem impedido 

o desenvolvimento do mercado internacional e a formação de bancos genéticos (SANCHES et 

al., 2016). Os embriões PIV geralmente apresentam uma reduzida qualidade, se comparados aos 

colhidos por meio da lavagem uterina (RIZOS et al., 2002), sendo mais sensíveis à 

criopreservação, fato associado ao alto conteúdo lipídico presente no citoplasma desses 

embriões (ABE et al., 2002; MUCCI et al., 2007). Isso pode ser atribuído às condições de 

cultivo, especialmente a presença de soro, que tem sido responsabilizado pelo aumento no 

acúmulo de lipídeos no citoplasma (ABE et al., 2002; MOORE et al., 2007). Em relação à 

sazonalidade, embora existam evidências que embriões produzidos na ERD apresentam menor 

qualidade que embriões produzidos na ERF, pouco se sabe se resultam em taxas de concepção 

diferentes. 

Apesar das vantagens da PIVE, a criopreservação representa um desafio para os 

laboratórios comerciais, devido à baixa criotolerância dos embriões PIV (SUDANO et al., 

2011). Na técnica de VT, altas concentrações de crioprotetores, que formam uma solução 

viscosa, inibem a formação de cristais de gelo, ocasionando um estado semelhante ao vítreo em 

que a água é solidificada e não expandida. Contudo, a toxicidade dessas soluções é muito alta e 

as células devem ser expostas ao meio por um período muito curto, no menor volume possível 

(VAJTA et al., 1998; ARAV et al., 2002; VAJTA & NAGY, 2006). A congelação em curva 

lenta para transferência direta (TD) tem a vantagem de usar baixas concentrações de 

crioprotetores, o que pode ser associado à baixa toxicidade química e baixo choque osmótico, 

mas a sua capacidade de prevenir cristais de gelo é limitada (KASAI, 2002). Segundo Sanches 

et al. (2016), a TC de embriões bovinos de FIV, produzidos com sêmen sexado, in natura, 

vitrificados e para TD foi de 51,35±1,87% (133/259), 35,89±3,87% (84/234) e 40,19±4,65%, 

respectivamente. 

Recentemente a técnica foi adaptada pela técnica de TD e apresenta maior praticidade e 

boas taxas. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos desses métodos nas taxas de concepção 

de búfalas. 

Levando-se em consideração que os efeitos da sazonalidade reprodutiva das búfalas são 

pouco conhecidos em relação as taxas de concepção dos embriões PIV transferidos para as 
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receptoras bem como pouco se sabe sobre a eficiência dos métodos de criopreservação por 

vitrificacão ou por TD, esse estudo investigou a influência da sazonalidade em búfalas doadoras 

de oócitos e receptoras de embriões, além de comparar a VT e a congelação de embriões em 

curva lenta para TD. 

 

2.2. HIPÓTESES 

 

A hipótese central deste estudo é que a sazonalidade influencia o desempenho 

reprodutivo de búfalas em programas de PIVE. As hipóteses específicas são:  

(I) doadoras em ERF (dERF) têm melhor desempenho reprodutivo (recuperação 

oocitária e produção de embriões) que doadoras em ERD (dERD);  

(II) a TC é maior para receptoras na ERF (rERF) em relação à ERD (rERD);  

(III) a TC de embriões criopreservados por VT é semelhante ao TD. 

 

 

2.3. OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste estudo foram:  

(a) avaliar o efeito da sazonalidade reprodutiva na recuperação oocitária e na produção 

in vitro de embriões de doadoras bubalinas na estação reprodutiva favorável (dERF) ou 

desfavorável (dERD);  

(b) avaliar o efeito da sazonalidade reprodutiva das doadoras (dERF ou dERD) nas taxas 

de concepção;  

(c) avaliar o efeito da sazonalidade reprodutiva das receptoras de embrião (rERF ou 

rERD) nas taxas de concepção;  

(d) comparar a eficiência de dois métodos de criopreservação embrionária – VT ou TD 

– nas taxas de concepção de embriões bubalinos produzidos in vitro a partir de dERF ou dERD 

e transferidos para rERF ou rERD;  

(e) avaliar se a categoria animal (novilha ou vaca) das receptoras de embrião em ERF 

ou ERD influencia as taxas de concepção. 
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2.4. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Para avaliar o efeito da sazonalidade reprodutiva sobre as doadoras de oócitos, foram 

realizadas aspirações foliculares nas doadoras bubalinas na ERF (dERF) na ERD (dERD). Os 

grupos dERF e dERD foram comparados quanto: (I) número de oócitos recuperados por OPU, 

(II) número de embriões por OPU e (III) taxa de produção de embriões. As doadoras em dERF 

ou dERD foram também comparadas quanto ao status gestacional, vazias ou gestantes e à 

categoria, novilhas ou vacas. 

Para avaliar o efeito do método de criopreservação, embriões VT e TD produzidos na 

dERF e dERD foram transferidos para rERF e rERD. Embriões entre seis e meio e sete dias de 

desenvolvimento, produzidos na dERF foram transferidos para receptoras sete dias pós-cio, na 

rERF e na rERD, assim como os embriões produzidos na dERD também foram transferidos 

para receptoras nas 2 estações, conforme demonstrado na Figura 1. Dessa forma, em todos os 

procedimentos de desvitrificação/descongelação e TD, sempre havia embriões produzidos nas 

2 estações, de forma balanceada para os 2 grupos (ERF e ERD), além de embriões 

criopreservados nos 2 métodos (VT e TD), também divididos entre as receptoras da mesma 

forma. O diagnóstico de gestação (DG) foi realizado aos 30 e 60 dias de gestação para 

determinar da TC e as perdas embrionárias/fetais (PEF).  

 

Figura 1 - Fluxograma referente ao desenho experimental do projeto. Fêmeas bubalinas em estação 

reprodutiva favorável (ERF) e desfavorável (ERD) foram submetidas a OPU. Os CCOs resultantes foram 

utilizados para produção in vitro de embriões (PIVE). 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: Lab = laboratório; OPU = ovum pick-up; PIVE = produção in vitro de embriões; TE = 

transferência de embriões; ERF = estação reprodutiva favorável; ERD = estação reprodutiva 

desfavorável; VT-ERF = embriões vitrificados na estação reprodutiva favorável; TD-ERF = embriões 
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congelados para transferência direta na estação reprodutiva favorável; VT-ERD = embriões vitrificados 

na estação reprodutiva desfavorável; TD-ERD = embriões congelados para transferência direta na 

estação reprodutiva desfavorável. 

As doadoras foram aspiradas e os embriões produzidos entre janeiro e dezembro de 

2019. Já as desvitrificações, descongelações e transferência dos embriões ocorreram entre junho 

de 2019 e início de fevereiro de 2020, conforme mostrado na figura 2.    

 

Figura 2 - Esquema indicando as aspirações foliculares, desvitrificação ou reaquecimento e 

descongelação para TD realizadas ao longo do experimento, levando-se em consideração a ERF e ERD, 

distribuídas durante as estações do ano. 

  

Fonte: Própria autoria 

Legenda: ERF = estação reprodutiva favorável; ERD = estação reprodutiva desfavorável; OPU =  Ovum 

Pick Up); VT = embriões vitrificados; TD = embriões congelados para transferência direta. 

 

2.5.MATERIAL E MÉTODOS 

 

Esse estudo foi realizado com aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade de São Paulo (protocolo n° 3571250818).  

 

2.5.1. Local e duração do experimento  

 

Os experimentos foram conduzidos na Fazenda Sesmaria, localizada no município de 

Amparo/SP (coordenadas 22 35 49S/46 51 13 W – altitude 695m), onde permaneceram as 

doadoras de oócitos e as receptoras de embriões. O experimento foi realizado entre os meses de 

janeiro de 2019 e março de 2020. 
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2.5.2. Definição das estações reprodutivas favorável e desfavorável e período de 

execução do experimento 

 

O presente estudo foi realizado em dois períodos distintos, com relação à duração das 

horas do dia, correspondentes ao final do outono e início do inverno (junho/julho), época do ano 

com menor número de horas de luz, considerado estação reprodutiva favorável (ERF). Já, o 

final da primavera e início do verão (dezembro/janeiro) referem-se à estação reprodutiva 

desfavorável (ERD), caracterizado pelo aumento do número de horas do dia. 

As aspirações foliculares nas búfalas foram realizadas entre 29.08.18 e 04.12.19 em 

sessões que variaram de 12 a 35 doadoras (21, 24, 22, 20, 24, 19, 20, 20, 30, 12 e 15). De 11 

sessões, 3 foram realizadas na ERF (junho/julho) e 3 na ERD (dezembro/janeiro), consideradas 

para o presente estudo. As 5 sessões restantes foram realizadas em períodos intermediários 

(agosto, setembro, outubro e novembro) aos meses de eleição para esse estudo ERF (junho e 

julho) e ERD (dezembro e janeiro). 

Levando-se em consideração a ERF, no mês de junho, as temperaturas máximas diárias 

ficaram por volta de 23 °C (variação de 19 a 27°C). Já as mínimas diárias ficam por volta de 13 

°C (variação de 9 a 16°C). Em julho, as temperaturas máximas diárias ficam por volta de 24 °C 

(variação de 19 a 29°C). Já as mínimas diárias ficam por volta de 12 °C (variação de 8 a 15°C).  

Na ERD, no mês de dezembro e janeiro, as temperaturas máximas diárias ficam por volta de 28 

°C (variação de 24 a 32°C). As temperaturas mínimas diárias ficam por volta de 19 °C (variação 

de 16 a 21°C). Ao longo do ano, em geral a temperatura varia de 12°C a 29°C e raramente é 

inferior a 8 °C ou superior a 33 °C (https://pt.weatherspark.com /y/30333/Clima-característico-

em-Amparo-Brasil-durante-o-ano). 

A Figura 3 apresenta a variação do período luminoso ao longo do ano na região de 

Amparo/SP, onde foi conduzido o experimento. O dia em que o sol nasce mais cedo é 28 de 

novembro, às 05:13. O nascer do Sol mais tarde ocorre 1 hora e 35 minutos depois, 

às 06:48 em 5 de julho. O dia em que o Sol se põe mais cedo é 6 de junho, às 17:29. O dia em 

que o Sol se põe mais tarde ocorre 1 hora e 28 minutos depois, às 18:57 em 14 de janeiro 

(https://pt.weatherspark.com/y/30333/Clima-característico-em-Amparo-Brasil-durante-o-ano). 

 

 

 

 

 

https://pt.weatherspark.com/
https://pt.weatherspark.com/y/30333/Clima-característico-em-Amparo-Brasil-durante-o-ano
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Figura 3- Variação da luminosidade em número de horas ao longo do ano na região de Amparo/SP. As 

faixas coloridas indicam a luz solar total, crepúsculo (civil, náutico e astronômico) e noite 

 

Fonte: (https://pt.weatherspark.com /y/30333/Clima-característico-em-Amparo-Brasil-durante-o-ano). 

 

2.5.3. Doadoras de oócitos 

 

O grupo de doadoras de oócitos foi constituído por novilhas púberes entre 18 e 27 meses, 

animais em lactação ou secas não gestantes ou com até 90 dias de gestação. As lactantes são 

ordenhadas duas vezes ao dia, produzindo ao redor de 10 litros de leite por dia, sendo aspiradas 

acima de 30 dias pós-parto. As doadoras são resultado do cruzamento entre as raças Murrah x 

Mediterrâneo, com escore de condição corporal (ECC) entre 3,0 e 4,0 e idade variando de 2 a 

10 anos. As vacas costumam permanecer em piquetes com pastagem de Tifton 85 (Cynodon 

nlemfuensis) e as novilhas em piquetes de Mombaça (Panicum maximum), ocupando uma área 

mínima de 20 m2/animal. Somente as vacas em lactação são suplementadas, recebendo 2 kg de 

concentrado, administrado duas vezes ao dia, contendo 22% de proteína. Todas as vacas e 

novilhas têm acesso à água ad libitum e mistura mineral, à vontade. 

Para avaliação do ECC utilizou-se o sistema de pontuação de 1 a 5 (ECC 1 = muito 

magra e ECC 5 = obesa) (FERGUSON et al., 1994). As candidatas a doadoras foram 

submetidas, previamente, a um exame clínico para verificar sua condição uterina e ovariana, 

sem que houvesse nenhuma seleção baseada na população de folículos antrais. As fêmeas em 

idade reprodutiva são vacinadas para a IBR/BVD (Cattle Master Gold, Zoetis, USA), 

anualmente. 

As doadoras foram aspiradas em dia aleatório do ciclo estral por via transvaginal, em 

intervalos que variaram de uma semana até um mês, dependendo da disponibilidade da fazenda 

para a realização do trabalho.  

https://pt.weatherspark.com/
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No período de 14 de janeiro de 2019 a 04 de dezembro de 2020 foram realizadas as 

sessões de OPU (3 na ERF e 3 na ERD). Já as 6 sessões de desvitrificação e as descongelações, 

seguidos da TE ocorreram entre 25 de junho de 2019 e 07 fevereiro de 2020 (3 na ERF e 3 na 

ERD). 

Foram realizadas 136 aspirações foliculares (OPU) em 102 búfalas doadoras de oócitos, 

sendo que 62 OPUs foram realizadas na estação reprodutiva favorável (ERF – meses de junho 

e julho) em três sessões e 74 OPUs na estação reprodutiva desfavorável (ERD – meses de 

dezembro e janeiro), também em três sessões. Na ERF (dERF) foram aspiradas 52 búfalas, 

sendo 10 delas aspiradas duas vezes e outras 42 doadoras apenas uma vez. Já na ERD (dERD), 

foram aspiradas 59 búfalas, sendo que 15 delas duas vezes e outras 44 doadoras apenas uma 

vez. Das 102 doadoras, nove foram aspiradas tanto na ERF quanto na ERD, enquanto 43 foram 

aspiradas exclusivamente na ERF e 50 exclusivamente na ERD (Figura 4). Ainda, Das 74 OPUs 

realizadas na ERD, 28 doadoras encontravam-se com CL, 26 estavam gestantes, 11 não 

apresentavam CL e 9 não foram observadas.  

 

Figura 4 - Diagramas de Venn representando o número de doadoras submetidas à aspiração folicular: 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: (A) nas três sessões de OPU de doadoras de oócito em ERF (dERF); (B) três sessões de OPU 

de doadoras de oócito em ERD (dERD); e (C) no total de OPUs em dERF ou dERD. 

 

2.5.4.  Produção in vitro dos embriões bubalinos 

 

2.5.4.1.Recuperação oocitária 

 

Previamente à OPU, foi observada a categoria da doadora (novilha, vaca em lactação ou 

seca), a situação reprodutiva (vazia ou gestante) e anotada a presença ou não de CL nos ovários 

BA C
Sessão 1 - dERF Sessão 2 - dERF

Sessão 3 - dERF

Sessão 1 - dERD Sessão 2 - dERD

Sessão 3 - dERD

dERF dERD
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e o lado em que se localizavam. Foi anotado também a presença de cistos foliculares ou qualquer 

outra observação. A ordem de entrada das doadoras para serem aspiradas foi estabelecida de 

acordo com os acasalamentos recomendados pelo criador, no sentido de observar uma “janela” 

de no máximo 4 horas para a fertilização com uma mesma dose de sêmen. As sessões de OPU 

se iniciavam entre 9:00h e 10:00h tendo as vacas em lactação preferência em relação à novilhas 

ou vacas secas para serem aspiradas em função do seu compromisso com a ordenha da tarde.  

O procedimento foi realizado conforme a técnica modificada de humanos para a espécie 

bovina, descrita por Pieterse et al. (1988).  Os CCOs das búfalas doadoras foram aspirados do 

interior do folículo por via transvaginal guiada por ultrassom. Foi utilizado aparelho de 

ultrassom Mindray (Mindray® China), modelo DP 2200, equipado com transdutor 

microconvexo de 5MHz acoplado a uma guia de aspiração folicular protegida por uma camisa 

sanitária, com presença de gel entre a extremidade da guia e a camisa. Para facilitar a operação, 

foi realizada anestesia epidural entre a última vértebra sacral e a primeira coccígea ou entre a 

primeira e segunda coccígeas, com 5 ml de lidocaína 2% (Lidovet: Bravet, RJ, Brasil). Para a 

aspiração folicular foram utilizadas agulhas descartáveis de 20 Gauge, acopladas a um mandril 

e conectadas a uma mangueira de polietileno que atinge o fundo de saco vaginal. Após fixar o 

ovário contra o transdutor por manipulação retal, a agulha alcança os folículos, após atravessar 

a parede vaginal. 

Os CCOs foram removidos utilizando-se a pressão negativa de 70 a 80 mmHg (15 a 20 

ml de solução /min), gerada por uma bomba de vácuo (WTA, Cravinhos, SP, Brasil). O 

conteúdo proveniente dos folículos aspirados foi armazenado em um tubo cônico de 50 ml 

(Corning, Corning, NY, EUA) conectado ao sistema com o auxílio de uma rolha metálica 

(WTA, Cravinhos, SP, Brasil). Foi utilizado o meio Dulbecco (PBS) acrescido de heparina 

sódica (10 UI/ml) na solução utilizada no tubo Falcon (50 ml) e no meio de lavagem, para evitar 

a formação de coágulos na linha de aspiração. O tubo cônico foi mantido no interior de um 

aquecedor portátil (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) à temperatura de 36ºC durante a aspiração 

cuja, duração foi de 10 minutos, em média. A solução resultante da aspiração completa foi 

transferida para um filtro de colheita de embriões com malha de 75 micra (WTA, Cravinhos, 

SP, Brasil) e imediatamente lavado com solução de PBS sem heparina, para melhorar as 

condições de visualização dos oócitos, na placa de Petri (90 x 15). Após a sedimentação, os 

CCOs foram localizados e removidos, utilizando-se um microscópio estereoscópico binocular 

(Opton). 
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2.5.4.2.Classificação, envase e maturação oocitária 

 

Os critérios considerados para a avaliação dos CCOs foram a presença e o número de 

camadas, o grau de compactação das células do Cumulus, assim como o aspecto do citoplasma 

quanto à cor, homogeneidade e integridade (LEIBFRIED; FIRST, 1979). Oócitos atrésicos ou 

degenerados foram desprezados. Após passagem em 3 gotas de meio TCM lavagem, os CCOs 

classificados como grau I, II e III foram considerados como viáveis e seguiram para o 

laboratório, juntamente com os oócitos desnudos e com citoplasma irregular (CI), em meio de 

maturação, sob óleo mineral, em tubos de vidro de 5 ml que receberam uma mistura gasosa com 

5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 por 10 a 15 segundos, antes de serem vedados e colocados 

na transportadora de oócitos (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) a 38.5ºC. A maturação oocitária foi 

realizada por um perido de 24h em meio de maturação composto por TCM-199, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB), 0,20 mM de piruvato de sódio, 83,4 μg/mL de amicacina, 

1 μg/mL FSH, 50 μg/mL hCG e estradiol (1 μg/mL). Durante esse periodo, os oócitos foram 

encaminhados para o laboratório de pesquisa da IVB Technologies (Genus PLC), localizado em 

Uberaba/MG. 

 

2.5.4.3.Preparo do sêmen para a fecundação in vitro (FIV) 

 

Previamente, duas doses de cada partida dos quatro touros utilizados na FIV foram 

analisadas pelo Laboratório de Biotecnologia do Sêmen e Andrologia (FMVZ–VRA), sob 

responsabilidade do Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda, utilizando como ferramentas de avaliação 

espermática as sondas fluorescentes e o Sistema Computadorizado (CASA - Computer 

Assisteddayem Sperm Analisys) (ARRUDA et al., 2011). O objetivo dessa análise foi certificar 

que o sêmen possuía qualidade adequada para serem utilizados na FIV  

 

2.5.4.4.Fecundação in vitro (FIV) 

 

A FIV ocorreu entre 23 e 25 horas após a OPU utilizando-se sêmen convencional de 

touros da raça Mediterrânea, distribuídos de forma aleatória, descongelado (36º C por 30 s). A 

seleção dos espermatozoides seguiu o método de Gradiente de Percoll, usando 2 ml de Percoll 

45% e 2 ml de Percoll de 90% conforme descrito por Parrish et al. (1995). A concentração do 

sêmen foi ajustada para 25 x 106 espermatozoides (sptz) móveis/mL e um volume inseminante 

de 10 μl foi adicionado em cada gota de 90 μL de TALP-FIV (TALP suplementado com 10 
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g/mL de heparina, 18 M de penicilamina, 10 M de hipotaurina e 8 M de epinefrina) sob óleo 

mineral contendo até 30 oócitos. 

O período de co-incubação foi de 20 h em incubadora a 38,5° C com 5% CO2 em ar e 

umidade máxima. Após esse período, as células do cumulus e o excesso de espermatozoides 

foram removidos por agitação em vórtex, lavados uma vez com meio de cultivo de fluido 

sintético de oviduto suplementado com aminoácidos essenciais e não essenciais (SOFaa) e 

colocados na gota final de cultivo.  

 

2.5.4.5.Cultivo in vitro (CIV) 

 

Os prováveis zigotos foram cultivados em grupos de 25 a 30 em 100 μl de meio de 

cultivo embrionário (IVB Technologies, Genus PLC) sob óleo mineral em incubadora contendo 

5% de O2, 5% CO2 e 90% N a 38,5 º C e umidade saturada. Considerando-se a FIV como tendo 

ocorrido no Dia zero (D0), no D4 foi realizada a substituição de 50% do volume das gotas de 

cultivo pelo meio feeding conforme o protocolo estabelecido pela IVB Technologies (Genus 

PLC). A taxa de clivagem foi avaliada no D4, quando o embrião estava com 8 a 16 células. A 

taxa de produção foi determinada e a criopreservação dos embriões realizada entre os dias seis 

e meio e sete do cultivo. 

 

2.5.5. Criopreservação dos embriões 

 

Os embriões foram classificados segundo os normas estabelecidas no manual da 

International Embryo Transfer Society (IETS) (STRINGFELLOW and GIVENS, 2010) e 

criopreservados utilizando-se dois métodos: VT e a TD dos embriões. 

Entre vários métodos possíveis para a VT de embriões, foi utilizado para esse 

experimento a OPS (open pulled straw), desenvolvido por VAJTA et al. (1997;1998).  

Anterior à criopreservação os embriões foram classificados com relação ao grau de 

desenvolvimento e qualidade embrionária. Somente os embriões qualidade 1 e 2 que atingiram 

o estágio de blastocisto (BL) e blastocisto expandido (BX) foram criopreservados. Os 

protocolos de criopreservação embrionária foram realizados seguindo os protocolos 

desenvolvidos pela IVB Technologies (Genus PLC) e conforme descritos por Sanches et al 

(2016). Resumidamente, durante a VT os embriões foram incubados por 1 minuto em solução 

contendo 10% de EG e 10% de DMSO. Logo em seguida, os embriões foram incubados por 20 

segundos em solução de 20% EG e 20% DMSO, colocados nas OPS (Open Pulled Straw) e 
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mergulhados em nitrogênio líquido. Durante o congelamento lento (TD) os embriões foram 

incubados em meio de congelamento lento contendo 1.5M de EG por 10 minutos e envazados 

em palhetas de 0.25ml e congelados em equipamento com descida da curva programada para 

congelamento lento de embriões conforme protocolo desenvolvido pela IVB Technologies 

(Genus PLC). 

Para avaliar o efeito do método de criopreservação, 162 embriões foram transferidos, 

dos quais 92 VT e 70 TD. Dos 92 embriões VT transferidos, 51 foram de dERF e 41 dERD. 

Dos 70 TD transferidos, 35 foram produzidos em cada estação (dERF e dERD). 

 

2.5.6. Receptoras de embriões 

 

2.5.6.1.Características das receptoras 

 

As receptoras utilizadas eram novilhas púberes, animais em lactação, primíparas ou 

pluríparas, acima de 30 dias pós-parto, ou secas não gestantes. O peso das receptoras variou de 

400 a 500 kg para novilhas e 500 a 700 kg para vacas.  As receptoras que não gestaram após a 

segunda tentativa, foram excluídas do programa. Algumas receptoras também se comportaram 

como doadoras de oócitos. 

 

2.5.6.2.Sincronização das receptoras 

 

O protocolo de sincronização das receptoras para transferência em tempo fixo (TETF) 

foi iniciado em dia aleatório do ciclo estral, considerado Dia zero do protocolo (D0), quando as 

búfalas receberam um dispositivo monodose intravaginal contendo 0,96g de P4 (Progestar, 

Boehringer, Brasil) associado à administração i.m. de 2 mg de benzoato de estradiol 

(Estrovulinn, Boehringer, Brasil) e 265 mcg de cloprostenol sódico (Cioprostinn, Boheringer, 

Brasil). No Dia 9 (D9) o dispositivo intravaginal foi retirado, administrando-se 530 mcg de 

Cloprostenol Sódico (Cioprostinn, Boheringer, Brasil) e 400 UI de eCG (Novormon, MSD 

Saúde Animal, Brasil), via i.m. No Dia 11 (D11) 10 µg de Acetato de Buserelina (Prorelinn, 

Boheringer, Brasil), por via i.m. Os embriões foram transferidos no Dia 18 (D18), 7 dias após 

o cio, conforme demonstrado na figura 5. 
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Figura 5 - Protocolo para transferência de embriões em tempo fixo (TETF), descongelados ou 

reaquecidos, em receptoras bubalinas. 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: D0, D9, D11 e D18 = manejo ou atividade durante o protocolo; BE = Benzoato de Estradiol; 

PGF = Prostaglandina F2alfa; eCG = Gonadotrofina Coriônica Equina; GnRH = Hormônio Liberador 

das Gonadotrofinas; TE = Transferência de Embriões; VT = embriões vitrificados; TD = embriões 

congelados para transferência direta. 

 

Durante o experimento foram sincronizadas 193 receptoras, das quais 104 (53,9%) vacas 

e 89 novilhas (46,1%). Entre as 193 receptoras avaliadas, 165 (85,5%) apresentavam CL e 

162(83,9%) foram utilizadas.  Em relação à categoria das receptoras que apresentaram CL, 

88,5% (92/104) correspondeu às vacas e 82,0% (73/89) às novilhas. Uma vaca (1,1%) não foi 

utilizada por não ter sido possível a transposição dos anéis cervicais. Já entre as novilhas duas 

(2,8%) não foram utilizadas pelo mesmo motivo. Entre as receptoras protocoladas, não foi 

observada nenhuma queda do dispositivo introduzido por via intravaginal ao ser realizado o 

manejo no dia 9 (D9) do protocolo. 

Para avaliar o efeito da sazonalidade reprodutiva sobre a TC também foi testado o efeito 

da categoria animal. Dos 162 embriões transferidos, 91 foram transferidos para vacas e 71 para 

novilhas. (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Receptoras utilizadas de acordo com a categoria, novilha ou vaca, na rERF e rERD, 

recebendo embriões de dERF e dERD. 

   

Fonte: Autoria Própria 
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Legenda: TE = transferência de embriões; dERF = doadoras aspiradas na estação reprodutiva favorável; 

dERD = doadoras aspiradas na estação reprodutiva desfavorável; rERF = receptoras que receberam 

embriões na estação reprodutiva favorável; rERD = receptoras que receberam embriões na estação 

reprodutiva desfavorável   

 

2.5.7. Transferência dos embriões 

 

Para desvitrificação, as OPS foram retiradas do N líquido e expostas a temperatura 

ambiente por 4 segundos antes de serem mergulhadas em solução de descongelamento (IVB 

Technologies, Genus PLC) e lavados por duas vezes em solução contento 0.3M e 0.15M de 

sacarose por 5 minutos cada e mantidos em solução de manutenção (IVB Technologies, Genus 

PLC) até serem envazados para transferência embrionária.   

Para descongelamento dos embriões TD, as palhetas foram mantidas em ar por 10 

segundos e mergulhadas em banho-maria a 35 C por 30 segundos. As palhetas foram secas em 

papel toalha, agitadas para promover a mistura dos meios dentro da palheta e os embriões 

imediatamente transferidos para receptoras previamente sincronizadas. O DG foi realizado em 

torno de 30 dias do desenvolvimento embrionário, por ultrassonografia modo B, levando-se em 

conta o desenvolvimento da vesícula embrionária e presença do embrião, sendo a confirmação 

do diagnóstico detectada ao redor de 60 dias de gestação, observando-se o batimento cardíaco 

fetal, verificando-se a perda embrionária/fetal no período. 

 

2.5.8.  Análise estatística 

 

Os dados referentes à recuperação de oócito e produção de embriões foram submetidos 

a análise de variância. Foram consideradas como variáveis a (I) categoria animal da doadora 

(novilha ou vaca); (II) status gestacional (gestante ou não-gestante); (III) acasalamento; e (IV) 

a estação reprodutiva da doadora (dERF ou dERD).  

Os resultados de taxa de concepção foram comparados por qui-quadrado. Foram 

considerados os efeitos da estação reprodutiva da doadora (dERF ou dERD), a estação 

reprodutiva da receptora (rERF ou rERD), a categoria animal da receptora (novilha ou vaca) e 

o método de criopreservação (VT ou. TD). Foi considerado como nível de significância o valor 

referente de 5% para todas as análises. 
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2.6. RESULTADOS 

 

2.6.1. Efeito da sazonalidade reprodutiva sobre a recuperação oocitária e produção 

in vitro de embriões bubalinos 

 

As 136 aspirações resultaram na recuperação de 1.213 oócitos dos quais 772 (63,6%) 

foram considerados viáveis. Um total de 948 (78,2%) prováveis zigotos (oócitos possivelmente 

fertilizados) foram cultivados in vitro (CIV), e destes 590 clivaram (62,2% = taxa em relação a 

CIV) resultando em 264 (27,8%) embriões. Dos 264 embriões produzidos, 241 (91,3%) foram 

considerados viáveis para serem criopreservados, enquanto 23 foram desprezados (8,7%) por 

não serem embriões grau 1 e não estarem aptos à criopreservação. Dos 264, 134 foram 

vitrificados (50,8%) e 107 foram congelados para TD (40,5%) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Resultados da recuperação oocitária e produção in vitro de embriões de doadoras bubalinas 

aspiradas em dia aleatório do ciclo estral na estação reprodutiva favorável (dERF) ou desfavorável 

(dERD). 

 

Fonte: Própria 

Legenda: ER = estação reprodutiva da doadora de oócitos; n.OPU = número de aspirações por sessão; 

TO = total de oócitos; TO/OPU = Total de oócitos por sessão de aspiração; OV = Oócitos viáveis; 

OV/OPU = Oócitos viáveis por sessão de aspiração; CIV = Oócitos maturados e fertilizados colocados 

no cultivo in vitro; CIV/OPU = Oócitos cultivados in vitro por sessão de aspiração; CLIV = Total de 

embriões clivados; %CLIV = Porcentagem de embriões clivados; EMB = número de embriões 

produzidos; % EMB = porcentagem de embriões produzidos; EMB/OPU = embriões produzidos por 

sessão de aspiração; VT = total de embriões vitrificados; TD = total de embriões congelados para 

transferência direta; ÑAP = total de embriões não-aptos à criopreservação. 

Comparando-se os resultados de recuperação oocitária e produção in vitro de embriões 

bubalinos entre dERF e dERD nota-se que o número médio de oócitos recuperados por OPU 

diferiu entre as estações reprodutivas (7,6 em dERF vs 10,0 em dERD; p=0,0262), sendo que a 

ER n.	OPU TO TO/OPU OV OV/OPU CIV CIV/OPU CLIV %	CLIV CLIV/OPU EMB %	EMB EMB/OPU VT TD ÑAP

dERF 30 215 7.2 141 4.7 187 6.2 165 88.2% 5.5 36 19.3% 1.2 20 16 0

dERF 12 90 7.5 63 5.3 78 6.5 44 56.4% 3.7 22 28.2% 1.8 14 7 1

dERF 20 168 8.4 109 5.5 132 6.6 67 50.8% 3.4 36 27.3% 1.8 20 16 0

Total	dERF 62 473 7.6 313 5.0 397 6.4 276 69.5% 4.5 94 23.7% 1.5 54 39 1

dERD 19 191 10.1 138 7.3 148 7.8 105 70.9% 5.5 52 35.1% 2.7 29 23 0

dERD 20 208 10.4 165 8.3 143 7.2 100 69.9% 5.0 52 36.4% 2.6 25 19 8

dERD 35 341 9.7 156 4.5 260 7.4 109 41.9% 3.1 66 25.4% 1.9 26 26 14

Total	dERD 74 740 10.0 459 6.2 551 7.4 314 57.0% 4.2 170 30.9% 2.3 80 68 22

Total	geral 136 1213 8.9 772 5.7 948 7.0 590 62.2% 4.3 264 27.8% 1.9 134 107 23
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produção média de embriões (23,7% em dERF vs 30,9% em dERD; 0,6432) e o número médio 

de embriões por OPU (1,5 em dERF vs 2,3 em dERD; 0,6813) foram similares. Ao se comparar 

o total de embriões não aptos à criopreservação, houve diferença entre aqueles produzidos em 

dERF e dERD (1,1 vs 12,9; p=0,0074) (Figura 6). 

 

Figura 6 - Comparação da recuperação oocitária, taxa de produção de embriões, número de embriões 

totais e não aptos à serem criopreservados de doadoras bubalinas nas estações reprodutivas favorável 

(dERF) de desfavorável (dERD). 

 

Fonte: Própria autoria  

Legenda: (A) Número médio de oócitos recuperados de doadoras bubalinas; (B) taxa de produção in 

vitro; (C) número médio de embriões produzidos in vitro; e (D) percentual de embriões não aptos a serem 

criopreservados, em ERF (dERF) ou ERD (dERD). Diferenças entre grupos estão indicadas por 

colchetes e valores de p acima das barras. Em (A) e (C) as barras indicam as médias e as barras de erro 

indicam o erro padrão da média. Em (B) e (D) as barras indicam a porcentagem. 

 

2.6.2. Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: 

“influências da doadora de oócitos e da receptora de embriões” 

 

 Para avaliar os efeitos da sazonalidade reprodutiva embriões produzidos in vitro a partir 

da OPU de doadoras na ERF (dERF) ou na ERD (dERD) foram transferidos para receptoras de 

embrião em ERF (rERF) ou ERD (rERD). Um total de 162 embriões foram transferidos, 

resultando em 57 gestações (Tabela 3).  

Tabela 3 - Taxa de concepção aos 30 dias após transferência de embriões bubalinos produzidos in vitro 

e criopreservados. Os embriões foram produzidos a partir de oócitos de doadoras na ERF (dERF) ou na 
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ERD (dERD) e transferidos para receptoras bubalinas na ERF (rERF) ou na ERD (rERD). 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: TE = número de embriões transferidos; Prenhez (30d) = número de receptoras prenhas aos 30 

dias; TC = taxa de concepção. 

 

 As taxas de concepção foram significativamente superiores (p<0,05) quando os 

embriões eram oriundos de doadoras em ERF, independentemente da estação reprodutiva da 

receptora de embrião. De forma contrária, não foram observadas diferenças significativas na 

TC comparando-se receptoras de embrião em ERF ou ERD, independentemente da estação 

reprodutiva da doadora de oócitos (Figura 7). 

 

Figura 7 - Taxa de concepção de embriões bubalinos produzidos in vitro a partir de doadoras de oócitos 

aspiradas na ERF (dERF) ou ERD (dERD) e transferidos para receptoras em embriões na ERF (rERF) 

ou ERD (rERD). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria 

 

2.6.3. Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: “influências da 

categoria (vaca versus novilha) da receptora de embriões” 

Grupo TE Prenhez	(30d) TC	(%)

Grupo TE Prenhez	(30d) TC	(%) Total	dERF 86 40 46.5%

dERF	-	rERF 38 19 50.0% Total	dERD 76 17 22.4%

dERF	-	rERD 48 21 43.8% Total 162 57 35.2%

dERD	-	rERF 33 8 24.2%

dERD	-	rERD 43 9 20.9%

Total 162 57 35.2% Grupo TE Prenhez	(30d) TC	(%)

Total	rERF 71 27 38.0%

Total	rERD 91 30 33.0%

Total 162 57 35.2%

Efeito	principal:	doadora	de	oócito

Efeito	principal:	receptora	de	embrião
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O total de 162 embriões bubalinos produzidos in vitro, oriundos de doadoras em estações 

reprodutivas favorável ou desfavorável, foram transferidos para receptoras em estações 

reprodutivas favorável ou desfavorável. Duas categorias de receptoras bubalinas foram 

utilizadas: vacas e novilhas. A TC no grupo de novilhas foi superior (p<0,05) ao do grupo de 

vacas. Observando-se o resultado estratificado de acordo com a estacionalidade reprodutiva das 

doadoras (dERF ou dERD) e receptoras (rERF ou rERD) verifica-se que a TC em novilhas foi 

superior ao das vacas para a combinação dERF-rERF (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Taxa de concepção (TC) de embriões bubalinos produzidos in vitro e transferidos para 

receptoras de embrião de duas diferentes categorias: vacas e novilhas. Os embriões foram produzidos a 

partir de oócitos de doadoras na ERF (dERF) ou na ERD (dERD) e transferidos para receptoras bubalinas 

na ERF (rERF) ou na ERD (rERD) 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: Cat.Recep = Categoria da receptora de embrião; TE = número de embriões transferidos; 

Prenhez (30d) = número de receptoras prenhas aos 30 dias; TC = taxa de concepção. 

 

2.6.4 Taxas de concepção de embriões criopreservados por vitrificação ou em curva 

lenta para transferência direta  

 

No período em que foi desenvolvido o experimento um total de 162 embriões 

criopreservados, oriundos das ERF ou ERD, foram transferidos para receptoras em ERF ou 

ERD. Destes 162 embriões criopreservados, 92 foram vitrificados (VT) e 70 foram congelados 

em curva lenta para TD. Os 92 embriões desvitrificados e transferidos originaram 28 prenhezes 

(30,4%) no diagnóstico precoce (DP), aos 30 dias de gestação. Já os 70 embriões descongelados 

para TD resultaram em 29 prenhezes (41,4%). Não houve diferença (p=0,1466) entre as taxas 

de concepção a partir de embriões VT ou TD (Figura 8). Na confirmação do diagnóstico de 

gestação, aos 60 dias, foram constatadas 3 perdas embrionárias e/ou fetal de (3/29 = 10,3%) no 

Cat.Recep TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p

Vaca 91 26 28.6% Grupo Cat.Recep TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p

Novilha 71 31 43.7% Vaca 28 6 21.4%

162 57 35.2% Novilha 43 21 48.8%

Vaca 63 20 31.7%

Grupo Cat.Recep TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p Novilha 28 10 35.7%

Vaca 15 2 13.3% Total 162 57 35.2%

Novilha 23 17 73.9%

Vaca 13 4 30.8%

Novilha 20 4 20.0% Grupo Cat.Recep TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p

Vaca 33 15 45.5% Vaca 48 17 35.4%

Novilha 15 6 40.0% Novilha 38 23 60.5%

Vaca 30 5 16.7% Vaca 43 9 20.9%

Novilha 13 4 30.8% Novilha 33 8 24.2%

Total 162 57 35.2% Total 162 57 35.2%

dERF	-	rERD

dERD	-	rERF

dERD	-	rERD

Efeito	principal:	doadora	de	oócito

Total	dERF p=0.020

dERF	-	rERF p=0.0001

Total	dERD p=0.710

Total	rERD p=0.721

p=0.046

Efeito	principal:	receptora	de	embrião

Total	rERF p=0.021

p=0.481

p=0.724

p=0.296
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grupo TD. Nas 28 gestações originadas de embriões desvitrificados não houve perda 

gestacional. Portanto, a TC aos 60 dias foi de 30,4% (28/92) para embriões VT e 37,1% (29/70) 

para embriões TD.   

Figura 8 - Taxa de concepção aos 30 dias a partir embriões bubalinos criopreservados por vitrificação 

(VT) ou em curva lenta para transferência direta (TD). 

 

Fonte: Própria autoria 

 

Efeitos dos métodos de criopreservação (VT vs TD) nas taxas de concepção também 

foram avaliados considerando-se a estacionalidade reprodutiva de doadoras de oócitos e 

receptoras de embriões bubalinos. Exceto por um efeito significativo entre VT e TD para a 

associação dERD-rERF, não houve diferenças entre as taxas de concepção resultantes de 

embriões bubalinos produzidos in vitro e criopreservados por VT ou congelamento em curva 

lenta para TD (Tabela 5). Não foram verificadas perdas embrionárias/fetais quando embriões 

vitrificados foram utilizados e entre as gestações resultantes de embriões TD foram constatadas 

2 perdas. Em ambos os casos as receptoras eram novilhas e os embriões produzidos na dERD. 

Quanto à estação da TE, uma perda foi verificada na rERD e outra na rERF. A taxa geral de 

perda foi de 3,5% (2/57) e quanto ao método de criopreservação utilizado de 6,7% (2/29).   

 

Tabela 5 - Taxa de concepção aos 30 dias após transferência de embriões bubalinos produzidos in vitro 

e criopreservados por vitrificação (VT) ou por congelação em curva lente para transferência direta (TD). 

Os embriões foram produzidos a partir de oócitos de doadoras na ERF (dERF) ou na ERD (dERD) e 
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transferidos para receptoras bubalinas na ERF (rERF) ou na ERD (rERD) 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: TE = número de embriões transferidos; Prenhez (30d) = número de receptoras prenhas aos 30 

dias; TC = taxa de concepção 

 

2.6. DISCUSSÃO 

 

2.6.4. Efeito da sazonalidade reprodutiva sobre a recuperação oocitária e produção 

in vitro de embriões bubalinos 

 

O presente estudo verificou que doadoras submetidas às sessões de OPU na dERF 

produziram menos oócitos por sessão de OPU (7,6 vs 10,0) e menor percentual de embriões não 

aptos à criopreservação (1,1 vs 12,9) em comparação com dERD. Entretanto, o número médio 

de embriões produzidos por OPU (1,5 vs 2,3) e a produção média de embriões (23,7 vs 30,9%) 

não diferiu, conforme demonstrado na Figura 6. Embora a taxa de clivagem tenha sido menor 

na dERD (57,0 % na dERD vs 69,5 % na dERF) a quantidade de oócitos recuperados foi maior 

o suficiente para que a produção média de embriões nessa estação reprodutiva fosse superior. 

Esse número superior de oócitos recuperados e o número elevado de embriões produzidos 

encontrados nesse estudo está provavelmente relacionado com aspectos fisiológicos dos ovários 

de búfalas que devem permanecer em investigação. A esse respeito, baseados nos resultados 

desse estudo, os ovários de dERD parecem ter mais folículos comparados com ovários em 

dERF. Em estudo conduzido com ovários de abatedouro, não foi observada diferença em termos 

de oócitos recuperados por ovário, na estação favorável ou desfavorável, mas a porcentagem de 

oócitos menores foi maior na primavera/verão (ERD = 0.9 ± 0.1 e 0.9 ± 0.2) comparado com o 

outono/inverno (0.3 ± 0.1 e 0.2 ± 0.1) (DI FRANCESCO et al., 2011). Deve-se destacar que 

durante a dERD há crescimento folicular com a taxa de ovulação diminuída (DAS, et al., 2010; 

ZICARELLI, 2010). Assim o folículo dominante (FD) durante a ERD poderia produzir baixa 

Grupo Crio TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p

Grupo Crio TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p VT 51 21 41.2%

VT 24 12 50.0% TD 35 19 54.3%

TD 14 7 50.0% VT 41 7 17.1%

VT 27 9 33.3% TD 35 10 28.6%

TD 21 12 57.1% Total 162 57 35.2%

VT 19 2 10.5%

TD 14 6 42.9%

VT 22 5 22.7% Grupo Crio TE Prenhez	(30d) TC	(%) Valor	de	p

TD 21 4 19.0% VT 43 14 32.6%

Total 162 57 35.2% TD 28 13 46.4%

VT 49 14 28.6%

TD 42 16 38.1%

Total 162 57 35.2%

dERF	-	rERF

dERF	-	rERD

dERD	-	rERF

dERD	-	rERD

Total	dERF

Total	dERD

p=1.000

p=0.099

p=0.032

p=0.767

Total	rERD

Total	rERF

Efeito	principal:	doadora	de	oócito

Efeito	principal:	receptora	de	embrião

p=0.335

p=0.231

p=0.230

p=0.239
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concentração de estrógenos e inibina e, consequentemente poderia permitir um alto número de 

folículos continuarem crescendo. Corroborando com essa hipótese, búfalas submetidas à 

superovulação apresentaram maior número de corpos lúteos e produção de embriões quando 

não havia FD comparada com búfalas em que o FD não estava presente (TANEJA, et al., 1995). 

Diversos autores reportam que a maior eficiência da PIVE em bubalinos está associada 

à sazonalidade (FRANCESCO et al., 2011; PHOGAT et al., 2016; GASPARRINI, 2019), 

notadamente favorecendo a dERF. Entretanto, nas condições experimentais do presente estudo, 

de excelente padrão nutricional ao longo do ano e variação no fotoperíodo de apenas 2 horas e 

48 minutos entre a ERF e ERD, pode ter atenuado o efeito da estacionalidade.   

Entre os dados que obtivemos é importante observar as proporções de blastocistos 

viáveis produzidos aptos à criopreservação (VT e TD). Embora tenhamos obtido um número 

maior de blastocistos na dERD, n = 170, 12,9% (22/170) foram descartados enquanto na dERF, 

n = 94, apenas 1,06% (1/94) não estavam aptos à criopreservação. Esse fato sugere que apesar 

de serem produzidos em maior quantidade, há necessidade de verificar a competência desses 

embriões no estabelecimento da gestação.  

Como o experimento foi realizado em uma empresa comercial, um dos fatores limitantes 

desse estudo foi não utilizar as mesmas doadoras nas duas estações reprodutivas. Na ERF foram 

realizadas 62 aspirações em 52 doadoras e na ERD foram 74 aspirações em 59 doadoras. Entre 

as doadoras, apenas nove também foram aspiradas na ERF e ERD. Na verdade, as doadoras que 

gestarem na ERF, o que é natural, estarão impossibilitadas de serem aspiradas na ERD, pois 

estarão com gestação adiantada. Para serem aspiradas na ERD, as doadoras teriam que 

permanecer vazias, tomando-se o cuidado de não haver aumento exagerado do ECC, em função 

da diminuição progressiva na produção de leite, no decorrer dos meses. Conclui-se que novos 

estudos devem ser realizados para verificar a confirmação dos resultados em regiões situadas 

próximo à latitude (coordenadas 22 35 49S/46 51 13 W) e altitude (695m) em que foi conduzido 

o experimento. 

 

2.6.5. Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: 

“influências da doadora de oócitos e da receptora de embriões” 

 

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, verificou-se que a doadora de oócitos 

é um fator preponderante no processo da PIVE e que embriões produzidos na ERF são mais 

eficientes no estabelecimento da gestação do que aqueles produzidos na ERD. Adicionalmente, 

podemos considerar que o ambiente uterino exerce um papel de menor relevância, 
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possibilitando que as receptoras possam ser utilizadas durante as duas estações reprodutivas, 

desde que os embriões sejam produzidos na ERF. Dessa forma, haverá possibilidade de êxito 

em programas de PIVE envolvendo doadoras na ERF e receptoras em ambas as estações 

reprodutivas. 

Neglia, et al. (2004) pela primeira vez relataram gestações originadas de embriões 

vitrificados de búfalas. Foram transferidos sete embriões frescos e oito vitrificados, após o 

reaquecimento. Curiosamente nenhuma gestação foi obtida dos embriões frescos e dos oito 

reaquecidos, três receptoras se tornaram gestantes (37,5%). Foram relatadas duas crias nascidas 

em fevereiro de 2003, já que uma gestação foi interrompida aos 180 dias. A concepção nessas 

receptoras ocorreu em abril, considerada ERD, já que a primavera ocorre entre 21 de março à 

20 de junho. 

Em estudo conduzido por Saliba et al., (2013), de abril a dezembro de 2010 em Pedro 

Leopoldo/MG, foram transferidos 115 embriões frescos (graus 1 a 3) e 70 embriões vitrificados 

(apenas grau 1) pelo método cryotop, produzidos in vitro. As receptoras foram sincronizadas 

em protocolos para TETF e a TC aos 30 dias de gestação foi de 43,5% (50/115) e 37,1% (26/70) 

para os embriões frescos e vitrificados, respectivamente, sendo observada 2 perdas (4,0%) nos 

embriões frescos e 4 perdas no vitrificados (15,4%), até os 60 dias de gestação. Considerando a 

TC aos 60 dias de 31,4% (22/70) o índice se assemelha ao obtido no presente estudo de 30,4% 

(28/92), uma vez que não foi registrada nenhuma perda após o diagnóstico precoce da gestação.  

Talvez um ponto vulnerável de se utilizar embriões frescos seja a possibilidade de transferir 

embriões de menor qualidade (grau 2 e 3) e a necessidade nem sempre haver a quantidade de 

receptoras disponíveis. O período em que foram realizados os trabalhos envolve parte do 

outono, o inverno e parte da primavera e o efeito da sazonalidade na produção dos embriões e 

no estabelecimento da gestação. 

Em outro experimento, conduzido por Hufana-Duran et al. (2004), 95 embriões 

produzidos in vitro, vitrificados em solução EFS40 (etilenoglicol 40%, ficoll 18% e sacarose 

0,3 M) e reaquecidos em solução de 0,5M de sacarose foram transferidos para 55 receptoras (1 

a 3 embriões por receptora), das quais 9 (16,4%) se encontraram gestantes 45 dias após a TE. 

No primeiro trimestre de gestação foram registradas 3 (33,3%) perdas fetais. Em nosso estudo, 

foram transferidos 92 embriões vitrificados e reaquecidos que apresentaram TC de 30,4% 

(28/92), considerando a ERF e ERD. Das 28 gestações, não foi registrada nenhuma perda aos 

60 dias. Porém em nosso estudo foi transferido apenas um embrião por receptoras. No estudo 

de Hufana-Duran, et al., (2004) não ficou claro se entre as receptoras gestantes, alguma recebeu 

mais de um embrião e em que época do ano foi realizado o experimento. De forma interessante, 
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a palheta francesa de 0,25cc foi adaptada para receber o embrião em uma das extremidades, que 

foi transformada em forma de bisel, como a OPS. No preparo das receptoras foi utilizada a 

PGF2 alfa e as receptoras foram avaliadas somente por palpação retal, sendo observados os cios, 

36 a 72 horas após a aplicação do medicamento a cada quatro horas e detectados tanto os cios 

naturais como induzidos. Com essa informação, deduzimos que as búfalas se encontravam na 

ERF, por estarem ciclando e que seria mais indicado o acompanhamento ultrassonográfico, 

devido à dificuldade de avaliação manual de forma correta do CL. Em um segundo estudo, esse 

autor apresentou resultados de 12,5% (5/40) e 10% (4/40) na TC e produtos nascidos, também 

de embriões vitrificados. Nesse caso, 40 búfalas do pântano (2n=48) foram utilizadas como 

receptoras de embriões produzidos de búfalas do rio (2n=50) (HUFANA-DURAN, et al., 2007). 

Responsável pelo nascimento das duas primeiras crias originadas de embriões PIVE de 

búfalas, vitrificados e reaquecidos, Sá Filho, et al. (2005), obtiveram TC de 8% (2/25), 

utilizando protocolo Ovsynch (GnRH/PGF2α/GnRH), para sincronização das receptoras 

bubalinas (novilhas), com aproveitamento de 80% (32/40). Nesse estudo, o aproveitamento de 

receptoras foi 85,5% (165/193), sendo de 82% (73/89) para novilhas e 88,5% (92/104) para 

vacas, porém utilizando protocolos à base de P4 e estrógenos. Como os embriões foram 

produzidos entre junho e agosto de 2004, de acordo com nosso estudo, a TC poderia ter sido 

melhor, pois obtivemos TC de 41,8% (21/51) para embriões produzidos na ERF e transferidos 

para receptoras nas duas estações, utilizando novilhas e vacas. Quando utilizamos somente 

novilhas, como no experimento de Sá Filho et al. (2005), a TC desse estudo passou para 63,6% 

(14/22). 

No caso da exploração leiteira, é importante a distribuição dos partos ao longo do ano 

de forma equilibrada para manter uma produção homogênea e atender o mercado 

(BARUSELLI, et al., 2003). Dessa forma, a PIVE poderia se concentrar na ERF com a 

criopreservação dos embriões e a inovulação ser distribuída em vários meses do ano. As 

doadoras poderão ser aspiradas a partir de 30 dias pós-parto até três meses de gestação, em 

intervalos de uma, duas ou três semanas, levando-se em consideração que a frequência entre as 

aspirações pode afetar o número de folículos disponíveis (FERRAZ et al., 2015). Konrad et al. 

(2017) observaram que sessões de OPU em intervalos de 14 dias aumentaram a quantidade de 

oócitos 4,5±0,49/doadora) comparado a intervalos de 7 dias (2,8 ± 0,45/doadora). Contudo, 

aspirações a cada 14 dias diminui a taxa de recuperação e a disponibilidade de oócitos de boa 

qualidade, não modificando a taxa final de blastocistos.  

Como consequência da sazonalidade, a parição em determinada época do ano para a 

produção de carne, é uma característica que facilita o manejo dos nascimentos, do desmame, da 
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recria, da terminação e do abate. Entretanto, em criações voltadas para a produção leiteira, esta 

concentração da parição faz com que a produção de leite seja heterogênea ao longo do ano 

(BARUSELLI et al., 2003). 

Um aspecto limitante nesse experimento foi não ter comparado embriões produzidos a 

fresco com embriões criopreservados. Também poderia ter sido conduzido estudo dos genes 

relacionados com a qualidade oocitária e a criopreservação, envolvidos nas duas estações 

reprodutivas, aproveitando os CCOs recuperados. Da mesma forma poderia ter sido estudada a 

expressão de genes envolvidos com a qualidade dos embriões, utilizando tanto aqueles 

classificados para serem criopreservados, quanto os que foram descartados. 

2.6.5.1. Efeito da sazonalidade reprodutiva no estabelecimento da gestação: “influências 

da categoria (vaca versus novilha) da receptora de embrião” 

 

Analisando os efeitos principais, doadora de oócito e receptora de embrião, verifica-se 

diferença entre as categorias das receptoras (novilha vs vaca) quando a doadora está na ERF 

(p=0,020) e a receptora também está na ERF (p=0,021), favorecendo as novilhas, conforme 

observado na Tabela 5.  

 As novilhas são manejadas de forma menos intensa permanecendo em piquetes com 

boa fonte de água, pastagem de boa qualidade, apesar da época seca e mistura mineral à vontade. 

Já as vacas em lactação são manejadas de forma mais intensa, sendo encaminhadas para a 

ordenha duas vezes ao dia, recebendo suplementação de 2 kg de concentrado com 22% de 

proteína, além da pastagem. Talvez essa diferença no manejo possa favorecer as novilhas a 

terem melhor performance reprodutiva. Outro ponto a ser destacado é que mais novilhas do que 

vacas (43 vs 28) receberam embriões produzidos em dERF e contrariamente, mais vacas do que 

novilhas (63 vs 28) receberam embriões produzidos em dERD, o que pode ter favorecido as 

novilhas.  

Kandil et al. (2012), pela primeira vez que houve sucesso em recuperar embriões por via 

não cirúrgica em búfalas egípcias superovuladas, concluíram que a TC foi superior em vacas 

(3/5 = 60%) em relação a novilhas (2/4 = 50%) ao receberem embriões frescos. 

Pela TC apresentada nas novilhas, a melhor alternativa em um programa de PIVE seria 

transferir embriões nessa categoria. As vacas poderiam ser inseminadas, ou coberta pelo touro, 

diminuindo assim o custo final da prenhez. 

Talvez, utilizando vacas secas e novilhas, a diferença na TC entre essas duas categorias 

poderia diminuir. Nesse caso a alternativa seria inviável em função do peso vivo da vaca seca 

ser em torno de 50% superior à novilha, o que provocaria maior pisoteio na pastagem e maior 
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ingestão de matéria seca para manutenção do metabolismo corporal. 

Concluindo, as novilhas são mais eficientes que as vacas no estabelecimento da 

gestação, além de apresentarem menor custo de aquisição e manutenção na fazenda, além do 

manejo diário ser facilitado. 

 

2.6.5.2. Taxas de concepção de embriões criopreservados por vitrificação ou em curva 

lenta para transferência direta 

 

Não houve diferença entre os grupos (dERF-rERF, dERF-rERD, dERD-rERF e dERD-

rERD) com relação aos métodos de criopreservação utilizados no experimento. Foi observada 

apenas uma tendência quando a doadora encontrava-se na estação reprodutiva desfavorável 

(dERD) e a receptora na estação reprodutiva favorável (rERF) (p=0,032), conforme observado 

na tabela 5. Sendo assim, também não houve diferença ao analisar os efeitos principais, doadora 

de oócito e receptora de embrião.  

A VT, que tem sido preferida pelos laboratórios como uma alternativa eficiente, por sua 

simplicidade, rapidez, baixo custo e bom resultado na TC. No entanto essa técnica usa altas 

concentrações de crioprotetores e requer mão de obra qualificada para reaquecer e avaliar os 

embriões, antes de transferi-los (VAJTA et al., 1998), o que limita o seu uso em larga escala. 

Já, o congelamento lento dos embriões, outra técnica disponível, permite a transferência sem a 

necessidade de reavaliá-los, tornando o método bastante prático, apesar do aumento do custo, 

mas com a vantagem de utilizar baixas concentrações de crioprotetores, reduzindo a toxidade 

dos embriões (VOELKEL et al., 1992a; SANCHES et al., 2016). 

Em estudo restrospectivo realizado por Saliba et al. (2020), protocolos para TETF 

baseados em P4, estradiol e eCG, como utilizado nesse estudo tenderam a afetar positivamente 

a TC aos 30 dias de gestação (41,9 vs 36,1%). 

 Baseado na produção de embriões e na TC obtidas nesse estudo, pode ser estimulado o 

uso comercial, tanto da VT quanto da curva lenta para TD, para atender a demanda de um 

mercado crescente no Brasil e no mundo. 

Em um mesmo programa pode-se utilizar embriões frescos, VT e TD. Como nem sempre 

é possível avaliar as receptoras previamente à saída dos embriões do laboratório, uma alternativa 

seria levar uma quantidade segura de embriões frescos até a fazenda (em torno de 50% em 

relação ao número de receptoras protocoladas). Nas receptoras excedentes, aptas a receberem 

embriões, pode-se ser utilizar embriões VT ou TD. Em se tratando de uma quantidade maior de 

embriões, poderá ser utilizado os vitrificados e ao contrário, se restarem poucas receptoras, 
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podemos utilizar o TD para ajustar o programa de forma que nenhuma receptora fique sem 

embrião. Vale salientar que os embriões TD ocupam espaço muito maior no botijão do que os 

VT, por serem envasados individualmente, em palhetas de 0,25cc. Por exemplo, se apenas um 

embrião TD for congelado de determinada doadora, a palheta deverá ser armazenada em rack 

individual, ao passo que poderemos armazenar várias OPS em uma rack. Destaca-se que há 

possibilidade de termos mais de um embrião em cada OPS.  

No Brasil, desde 2009, a VT de embriões bovinos tem sido utilizada comercialmente 

com sucesso, conforme estudos publicados nos Anais da XXIV Reunião Anual da Sociedade 

Brasileira de Tecnologia de Embriões (SBTE). Entre esses estudos, Spegiorin et al. (2010) 

relataram a produção de 845 embriões, utilizando o método cryotop com etilenoglicol e 

dimetilsulfóxido como crioprotetores, em 26 rotinas, durante o período de um ano. A TC para 

embriões zebuínos foi de 43,9% (152/346) e de 36,4% (175/481) para Girolando (meio sangue 

Gir x Holandês).  

Segundo Sanches et al. (2016), a TC de embriões bovinos de FIV, produzidos com 

sêmen sexado, in natura, vitrificados e para TD foi de 51,35±1,87% (133/259), 35,89±3,87% 

(84/234) e 40,19±4,65%, respectivamente. Os resultados demonstram similaridade entre 

embriões vitrificados e TD, como observado nesse estudo, ressaltando a facilidade na logística 

para a transferência de embriões pelo método TD. Os resultados acima se assemelham aos 

obtidos nesse estudo de 30.4% para embriões VT (28/92) e 41.4% para embriões TD (29/70), 

na espécie bubalina. 

 

2.7.  CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que: (I) Doadoras em ERF (dERF) apresentaram menor recuperação de 

oócitos, não havendo diferença na produção de embriões em relação às doadoras em ERD 

(dERD) e (II) a receptividade uterina não diferiu quando os embriões foram transferidos para 

receptoras na ERF (rERF) ou ERD (rERD), em ambos os casos, contrariando a hipótese desse 

estudo. Entretanto, embriões produzidos na ERF (dERF) foram mais competentes para o 

estabelecimento da gestação, independente de rERF ou rERD, no presente estudo; e (III) a TC 

não diferiu, considerando o método de criopreservação, VT ou TD, confirmando a hipótese. 
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CAPÍTULO 3  

 

3. O USO DA ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER NA AVALIAÇÃO DO CORPO 

LÚTEO DE RECEPTORAS BUBALINAS NA ESTAÇÃO REPRODUTIVA 

FAVORÁVEL (RERF) OU DESFAVORÁVEL (rERD) 

 

3.1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Otimizar a TC é um fator relevante em programas de PIVE, seja na espécie bovina ou 

bubalina. A seleção de receptoras em programas de TETF é um importante fator a ser observado 

para melhorar a eficiência da escolha de novilhas e vacas envolvidas no processo. Nesse sentido, 

desde meados da década de 1980, a ultrassonografia passou a ser uma importante ferramenta na 

investigação da reprodução dos bovinos na pesquisa e para veterinários atuantes nessa área 

(GINTHER, 2014). Nas búfalas, esse aspecto ganha relevância devido à presença de ovários e 

corpo lúteo (CL) pequenos, quando comparado com Bos taurus e Bos indicus, dificultando o 

monitoramento da ciclicidade ovariana em bubalinos utilizando-se o exame transretal 

(TERZANO, 2012). A ultrassonografia consiste em um método alternativo para contornar essa 

limitação (BARUSELLI et al., 1997). Nos últimos anos, a ultrassonografia Doppler (US 

Doppler) tem sido empregada na reprodução para a avaliação da perfusão sanguínea do CL 

conforme a fase do ciclo estral (SILVA et al., 2006). O Doppler colorido, além de ser uma 

técnica não invasiva, possui muitas vantagens, que incluem a possibilidade de avaliar o fluxo 

sanguíneo, sua direção e qualidade, inclusive de pequenos vasos, impossíveis de serem 

identificados no modo “B”, apresentando a imagem em cores de diferentes tonalidades 

(CARVALHO, 2009).  

A US Doppler é considerada, atualmente, uma ferramenta de inovação para selecionar 

receptoras de embriões baseada na perfusão sanguínea (PS) que tenham maior chance de se 

tornarem gestantes, proporcionando melhores resultados em programas de TETF. Neste 

contexto, a avaliação do CL basicamente investiga o aspecto da circulação sanguínea dessa 

estrutura: quando o CL é encontrado com elevada perfusão ocorre aumento na TC (PUGLIESI 

et al., 2019). Embora já existam pesquisas desenvolvidas em várias espécies, dentre elas, na 

bovina (HERZOG et al., 2010; PUGLIESI et al., 2017) e na bubalina (RUSSO et al, 2010; DI 

FRANCESCO et al., 2012; MOHAMED et al., 2018), ainda não está estabelecida a eficiência 

do uso do US doppler em receptoras bubalinas na estação reprodutiva favorável ou 

desfavorável. 
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Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência da ultrassonografia Doppler 

em detectar diferenças na área e vascularização de corpo lúteo (CL) de receptoras bubalinas na 

estação reprodutiva favorável (rERF) ou desfavorável (rERD). Variações em dois parâmetros 

da US doppler – área do CL e perfusão do CL – foram associados com a TC após transferência 

de embriões bubalinos produzidos in vitro e criopreservados.  

 

3.2. HIPÓTESE 

 

O presente estudo tem como hipótese que a avaliação ultrassonográfica com uso de 

Doppler previamente à TE, em receptoras bubalinas com 7 dias pós-cio fornece informações 

que podem proporcionar melhora na TC. No experimento 1, a hipótese específica é: (I) 

receptoras bubalinas com CL de maior área apresentam maior TC independentemente da 

estação reprodutiva. Já no experimento 2, (II) receptoras bubalinas com maior perfusão 

sanguínea (PS) do corpo lúteo apresentam maior TC independentemente da estação reprodutiva. 

 

3.3. OBJETIVOS 

 

Para testar as hipóteses específicas, o presente estudo tem como objetivo avaliar, 

mediante ultrassonografia Doppler, a área do corpo lúteo e a perfusão sanguínea do corpo lúteo 

de receptoras bubalinas na estação reprodutiva favorável (rERF) ou desfavorável (rERD). A 

partir destas medidas as receptoras serão agrupadas em faixas (terço superior, terço médio e 

terço inferior) e a TC após transferência de embriões bubalinos produzidos in vitro e 

criopreservados será determinada e comparada. 

 

3.4. DESENHO EXPERIMENTAL  

 

 Um total de 151 receptoras (66 rERF e 85 rERD) foram analisadas quanto à área 

do CL, utilizando-se ultrassonografia Doppler (US Doppler), previamente à TE. Para analisar 

os resultados, as receptoras foram divididas em tercis (tercil inferior, médio e superior) da área 

do CL para cada estação reprodutiva. Na sequência foi determinada a TC para cada tercil em 

cada estação reprodutiva e os grupos foram comparados. Quanto à perfusão sanguínea (PS) do 

CL, um total de 146 receptoras (71 rERF e 75 rERD) foram analisadas à previamente à TE. 

Após a obtenção dos resultados, as receptoras foram então, divididas em tercis (35-45%, 50 – 

55% e 60 – 80% de PS da área do CL) para cada estação reprodutiva. Na sequência foi 
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determinada a TC para cada tercil em cada estação reprodutiva e os grupos foram comparados. 

As receptoras foram sincronizadas em protocolo para TETF, iniciado no dia zero e recebendo 

embriões (TE) oriundos de dERF ou dERD no dia 18 (D18).  

 

3.5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Esse estudo foi realizado com aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade de São Paulo (protocolo n° 3571250818).  

 

3.5.1. Local do experimento  

 

Os experimentos foram conduzidos na Fazenda Sesmaria, localizada no município de 

Amparo/SP (coordenadas 22 35 49S/46 51 13 W – altitude 695m), onde permaneceram as 

doadoras de oócitos e as receptoras de embriões. 

 

3.5.2.  Definição das estações reprodutivas favorável e desfavorável e período de 

execução do experimento 

 

O presente estudo foi realizado em dois períodos distintos, com relação à duração das 

horas do dia, correspondentes ao final do outono e início do inverno (junho/julho), época do ano 

com menor número de horas de luz, considerado estação reprodutiva favorável (ERF). Já, o 

final da primavera e início do verão (dezembro/janeiro) referem-se à estação reprodutiva 

desfavorável (ERD), caracterizado pelo aumento do número de horas do dia. 

 

3.5.3. Protocolo de TETF 

 

O protocolo de sincronização das receptoras para transferência em tempo fixo (TETF) 

foi iniciado em dia aleatório do ciclo estral, considerado Dia zero (D0), quando as búfalas 

receberam um dispositivo monodose intravaginal contendo 0,96g de P4 (Progestar, Boehringer, 

Brasil) associado à administração i.m. de 2 mg de Benzoato de Estradiol (Estrovulinn, 

Boehringer, Brasil) e 265 mcg de Cloprostenol Sódico (Cioprostinn, Boheringer, Brasil). No 

Dia 9 (D9) o dispositivo intravaginal foi retirado, administrando-se 530 mcg de Cloprostenol 

Sódico (Cioprostinn, Boheringer, Brasil) e 400 UI de eCG (Novormon, MSD Saúde Animal, 

Brasil), via i.m. No Dia 11 (D11) 10 µg de Acetato de Buserelina (Prorelinn, Boheringer, 
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Brasil), por via i.m. As receptoras receberam embriões no Dia 18 (D18), 7 dias após a 

concentração das ovulações, conforme demonstrado na Figura 9. 

 

Figura 9 - Protocolo para transferência de embriões em tempo fixo (TETF), descongelados ou 

reaquecidos, em receptoras bubalinas. 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: D0, D9, D11 e D18 = manejo ou atividade durante o protocolo; BE = Benzoato de Estradiol; 

PGF = Prostaglandina F2alfa; eCG = Gonadotrofina Coriônica Equina; GnRH = Hormônio Liberador 

das Gonadotrofinas; TE = Transferência de Embriões; VT = embriões vitrificados; TD = embriões 

congelados para transferência direta. 

 

As receptoras foram sincronizadas utilizando-se protocolo para TETF, avaliadas 

previamente, por ultrassonografia Doppler e classificadas quanto a área (experimento 1) e a 

perfusão sanguínea (experimento 2) do CL. Os vídeos dos exames foram analisados 

posteriormente para cálculo das áreas do CL de cada receptoras.  

 

3.5.4. Avaliação das receptoras utilizando ultrassonografia doppler 

 

Para determinação da área e PS, as receptoras foram examinadas, previamente à TE, 

com um equipamento ultrassonográfico duplex (My Lab Delta, Esaote, Itália) e um transdutor 

linear multifrequencial (3,5-7,5 MHz) em modo B (RES-A, ganho 50%, P 74mm, X/M, PRS1) 

e Doppler (ganho 61%, PRF 730Hz, frequência 6,3 MHz, WF 4, PRS 3, PRC M/2). Durante o 

exame, a imagem foi estabelecida em Modo “B”, sendo em seguida acionado o modo Doppler 

colorido. Para a medição do CL foram armazenados os vídeos correspondentes aos exames e 

utilizada a melhor imagem congelada para determinação da área, posteriormente. Já a avaliação 

da perfusão sanguínea do CL foi estimada no momento do exame, por um único avaliador, que 

determinou a porcentagem de sinais coloridos, indicando PS em relação à área total do CL. 
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3.5.4.1. Área do CL 

 

Para avaliar a área do CL foram utilizadas 151 receptoras, sincronizadas em protocolo 

para TETF e avaliadas previamente à TE (D7). As receptoras foram divididas em tercil inferior 

(1,05 – 1,80 cm²), tercil médio (1,81 – 2,20 cm²) e tercil superior (2,22 – 3,26 cm²).  A área do 

CL foi verificada em modo B, por meio da função tracing, sendo mensurado e o resultado 

registrado. Quando o CL apresentava uma cavidade, a sua área era subtraída da área total 

luteinizada. 

 

3.5.4.2. Perfusão sanguínea 

 

 Para avaliar a perfusão sanguínea do CL foram utilizadas 146 receptoras, divididas em: 

(I) 35-45%, (II) 50-55% e (III) 60-80%. Foram consideradas aptas receptoras com PS igual ou 

acima de 35% da área do CL. Receptoras com PS abaixo desses valores foram descartadas.  

 

Figura 10 - Imagem ultrassonográfica em modos B e doppler das estruturas ovarianas (folículo 

dominante e corpo lúteo cavitário) de fêmeas bubalinas previamente à TE. A perfusão sanguínea na 

figura abaixo corresponde à faixa de 60-80%. 

 

Fonte: Própria autoria 

 

3.5.5. Análise Estatística 

 

Receptoras bubalinas na estação reprodutiva da doadora (rERF) ou desfavorável 

(rERD), foram agrupadas em tercis para a área do CL e para a perfusão do CL. Para cada tercil 

(de cada parâmetro avaliado – área ou perfusão) foi determinada a TC. Os tercis foram 

comparados por qui-quadrado quanto à TC. A área do CL foi comparada por teste t-student. 

Regressão linear foi realizada para a TC e a média da área do CL do tercil das rERF. Nível de 

significância de 5% foi considerado para todas as análises.  
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3.6. RESULTADOS 

 

3.6.1.  Área do corpo lúteo 

 

3.6.1.1. Efeito da área do CL na TC em receptoras na rERF e rERD 

 

 Foram avaliadas por US Doppler 151 receptoras bubalinas em estação reprodutiva 

favorável (rERF) ou desfavorável (rERD).  

 Quanto à área do CL, as medidas variaram de 1,05 cm2 a 3,26 cm2 e as receptoras foram 

separadas em tercis conforme a área do CL, conforme segue: tercil inferior (1,05 – 1,80 cm²), 

tercil médio (1,81 – 2,20 cm²) e tercil superior (2,22 – 3,26 cm²).  

 A distribuição das frequências (histograma) da área do CL entre as rERF e rERD estão 

apresentadas na Figura 11. Nota-se que, quando comparado à população total, o histograma das 

rERF tem assimetria à direta e o histograma das rERD tem assimetria à esquerda. 

 

Figura 11 - Distribuição das frequências (histograma) de corpos lúteos (CL) de acordo com a área do 

CL. No histograma superior está apresentada a distribuição de todas as receptoras avaliadas. Nos 

histogramas inferiores as frequências estão decompostas para receptoras na estação reprodutiva 

favorável (ERF) ou desfavorável (ERD) 
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Fonte: Própria autoria 

  

A assimetria observada nos histogramas para rERF e rERD quanto à área do CL reflete-

se em diferença estatística (p<0,0001) na área do CL entre rERF (2,190,051 cm2) em 

comparação a rERD (1,880,049 cm2; Figura 11). 

 

Figura 12 - Média e erro padrão da média da área do CL (cm2) em receptoras bubalinas na estação 

reprodutiva (rERF) ou desfavorável (rERD). Os números entre parênteses representam o número 

amostral por grupo. 

 

Fonte: Própria autoria 

 

A TC geral foi de 35,1% (53/151) e para os tercis inferior, médio e superior de área de 

CL as taxas de concepção foram 30,0% (15/50), 34,0% (17/50) e 41,2% (21/51), 

respectivamente. Não foram encontradas diferenças significativas na TC entre os tercis (Figura 

13). 

 

Figura 13 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas dos tercis inferior (1,05 – 

1,80 cm²), médio (1,81 – 2,20 cm²) e superior (2,22 – 3,26 cm²) de área do corpo lúteo (CL). 

 

Fonte: Própria autoria 
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As receptoras bubalinas apresentaram TC similar (p>0,05) quando comparadas entre as 

estações reprodutivas: 40,9% (27/66) na rERF versus 30,6% (26/85) na rERD. Quando 

agrupadas de acordo com a área do CL as taxas de concepção para os tercis inferior (1,05 – 1,80 

cm²), médio (1,81 – 2,20 cm²) e superior (2,22 – 3,26 cm²) foram 25,0% (53/151), 36,4% (8/22) 

e 50.0% (16/32), respectivamente para ERF; e 31,6% (12/38), 32,1% (9/28) e 26.3% (5/19), 

respectivamente para ERD (Figura 14).  

Figura 14 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva 

favorável (ERF) ou desfavorável (ERD). As receptoras foram agrupadas de acordo com a área do 

corpo lúteo (CL) nos tercis inferior (1,05 – 1,80 cm²), médio (1,81 – 2,20 cm²) e superior (2,22 – 3,26 

cm²) 

 

Fonte: Própria autoria 

  

3.6.2. Perfusão do corpo lúteo 

 

3.6.2.1. Efeito da PS do CL na TC em receptoras na rERF e rERD 

 

Um total de 146 receptoras foram avaliadas por US Doppler para determinar a perfusão 

sanguínea (PS) do corpo lúteo (CL). As receptoras foram separadas em tercis conforme a 

perfusão do CL, conforme segue: tercil inferior (PS=35-45%), tercil médio (PS=50-55%) e 

tercil superior (PS=60-80%). A TC geral neste grupo de receptoras foi de 35,6% (52/146), sendo 

que para cada um dos tercis foi de 22,0% (11/50), 42,9% (21/49) e 42,6 (20/47), 

respectivamente. 

Os resultados de taxa de concepção (TC) em função da perfusão sanguínea do corpo 

lúteo foram inferiores para a faixa entre 35-45% (11/50; 22,0%) quando comparados à faixa 

entre 50-55% (21/40; 42,9%; p=0,0265) e à faixa entre 60-80% (20/47; 42,6; p=0,0300). Para a 

comparação entre os intervalos de 50-55% e 60-80% não houve diferença (p=0,9769; Figura 
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15). 

 

Figura 15 - Taxa de concepção aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva favorável 

(ERF) ou desfavorável (ERD). As receptoras foram agrupadas de acordo com a perfusão do corpo lúteo 

(CL) nos tercis inferior (35-45%), médio (50-55%) e superior (60-80%) 

 

 Fonte: Própria autoria 

 

Quando se analisa a associação entre a perfusão do CL e as taxas de concepção 

separadamente entre rERF e rEFD nota-se que diferenças significativas são encontradas apenas 

nas receptoras em ERF. 

Para receptoras em ERF a TC geral foi de 38,0% (27/71). Para os tercis inferior, médio 

e superior de PS do CL a TC foi de 19,2% (5/26), 47,6% (10/21) e 50,0% (12/24), 

respectivamente. A TC em função da perfusão sanguínea do corpo lúteo em rERF foi inferior 

para a faixa entre 35-45% quando comparada à faixa entre 50-55% (p=0,0379) e à faixa entre 

60-80% (p=0.0218). Para a comparação entre os intervalos de 50-55% e 60-80% não houve 

diferença (p=0,8734; Figura 16). 

 

Figura 16 - Taxa de concepção aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva favorável 

(rERF). As receptoras foram agrupadas de acordo com a perfusão do corpo lúteo (CL) nos tercis 

inferior (35-45%), médio (50-55%) e superior (60-80%). 
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 Fonte: Própria autoria 

Para receptoras em ERD a TC geral foi de 33,3% (25/75). Para os tercis inferior, médio 

e superior de PS do CL a TC foi de 25,0% (6/24), 39,3% (11/28) e 34,8% (8/23), 

respectivamente. A TC em função da perfusão sanguínea do corpo lúteo em rERD não diferiu 

(p>0,05) entre as faixas de PS do CL (Figura 17). 

 

Figura 17 - Taxa de concepção (TC) aos 30 dias em receptoras bubalinas na estação reprodutiva 

desfavorável (rERD). As receptoras foram agrupadas de acordo com a perfusão do corpo lúteo (CL) 

nos tercis inferior (35-45%), médio (50-55%) e superior (60-80%). 

 

Fonte: Própria autoria 

 

3.7. DISCUSSÃO 

 

3.7.1. Uso do Doppler na avaliação da área do corpo lúteo 

 

Verificou-se que a área do CL é maior entre receptoras na ERF em comparação com a 

ERD. WAHEED (2011) observou que búfalas apresenta o CL menor no verão do que no inverno 

(0,94 vs 1,27 cm) o que pode contribuir para uma menor produção de P4. Pfeifer et al. (2012) 

concluíram que vacas que ovulam folículos maiores resultam em corpos lúteos grandes que 

apresentam maiores concentrações de P4. Todavia, vacas que apresentavam CL entre 13 e 15 

mm emprenharam melhor que quando os corpos lúteos são extremos.  No presente estudo a 

concentração plasmática de P4 não foi determinada, tampouco os resultados na TC 

acompanharam essa diferença na área do CL. 

Uma possível explicação para o fato das receptoras bubalinas apresentarem CL menor 

na ERD pode estar relacionada à diminuição na produção de melatonina. Esse hormônio mostra 

ter papel fundamental sobre a regulação da liberação do GnRH resultando em menor liberação 
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de gonadotrofinas na ERD (ZICARELLI, 1997), o que pode resultar em folículos e CLs 

menores.  

Em estudo realizado por Pugliesi et al. (2019), não houve efeito da área do CL quando 

receptoras meio-sangue de corte (444) foram examinadas por US doppler no dia da TE (D7), 

recebendo em seguida embriões de Nelore, depositados no corno ipsilateral ao CL. Esse 

resultado está de acordo com o observado nesse estudo, sendo que as áreas do CLs, em ambos 

os casos, foram divididos em tercis, denominados pequenos (<3 cm2), médios (3-4 cm2) ou 

grandes (>4 cm2) no estudo de Pugliesi et al. (2019) e inferior (1,05 – 1,80 cm²), médio (1,81 – 

2,20 cm²) e superior (2,22 – 3,26 cm²), nesse estudo. Deve-se destacar que nos bubalinos, o 

tamanho médio do ovário e do CL são consideravelmente menores que na vaca (DYCE et al., 

1996).  

 Estudos de Di Franscesco et al. (2012), observaram a área do CL de 39 búfalas 

inseminadas 10 dias após a IA (D10) não diferiu entre búfalas gestantes e vazias na ERF (29,4 

± 1,6 vs 27,2 ± 2,4; p=0,48), mas diferiu 20 dias após a IA (D20) (34,5 ± 1,8 vs 20,0 ± 2,2; 

p<0,05). No período de transição também foi observado o mesmo comportamento. 

Mesmo não tendo determinado a área do CL, em estudo retrospectivo realizado por 

Saliba et al. (2020), verificou-se que receptoras bubalinas que apresentaram diâmetro de CL ≥ 

14,5 mm no momento da TE, apresentaram maior TC aos 30 dias de gestação.  

 

3.7.2. Uso do Doppler na avaliação da perfusão sanguínea (PS) do corpo lúteo 

 

Analisando os dados referentes à rERF, houve diferença na TC quando os valores da PS 

se encontram no tercil inferior em relação aos tercis médio (p=0,0379) e superior (p=0,0218). 

Já, ao comparar a PS entre os tercis médio e superior, não houve diferença (p=0.8734). Segundo 

Acosta et al. (2003), durante o início do desenvolvimento do CL, o fluxo sanguíneo aumenta 

juntamente com a concentração de P4 circulante, estando a perfusão associada com a potencial 

produção desse hormônio, o que resultaria em melhor ambiente para o desenvolvimento da 

gestação. 

Pugliesi et al. (2019) também classificaram a PS em tercis denominados de baixa 

(<40%), média (45e50%) ou alta (> 55%) e a conclusão foi que a PS influenciou a TC das 

receptoras, o que está de acordo com os resultados desse estudo. Ainda, Pinaffi et al. (2015) 

observaram correlação positiva em receptoras bovinas não gestantes quando a PS do CL 

encontrava-se abaixo de 40%. 

Paralelamente à avaliação ultrassonográfica do CL poderia ter sido coletada amostras 
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das receptoras para dosar a concentração de P4 no plasma sanguíneo, que varia na búfala de 1 a 

4 ng/ml (ROY and PRAKASH 2009). Contudo, verificar o nível de P4 não é uma rotina utilizada 

para monitorar a atividade ovariana pela demora em obter os resultados e limitação de 

equipamento especializado (BALHARA et al. 2013). 

Por outro lado, poderíamos ter verificado a correlação entre o CL de búfalas gestantes 

com a velocidade média do fluxo sanguíneo e concentração de P4 no CL com 10 dias, que se 

mostrou positiva no estudo de Di Francesco et al. (2012). Essa informação pode ser interpretada 

como indicador da relação entre a vascularização do CL, função do CL e resultado e prenhez 

em búfalas na ERF, período de transição e ERD.    

 

 

3.8. CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que (I) não há diferença significativa da TC entre receptoras bubalinas 

agrupadas em função da área do CL, independentemente da estação reprodutiva, contrariamente 

ao que foi hipotetizado. Todavia, há uma tendência de elevação da TC em função da área do CL 

em rERF; (II) a TC é significativamente maior quando a perfusão sanguínea (PS) do CL é igual 

ou superior a 50%, sendo este resultado mais evidente em rERF, confirmando parcialmente a 

hipótese desse estudo. Concluiu-se também que a área do CL é maior na rERF comparando-se 

com a rERD.   

 

CAPÍTULO 4  

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

4.1. INTRODUÇÃO 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) em búfalas é uma biotecnologia viável e pode 

contribuir para o melhoramento dos rebanhos. Entretanto, baseado nesse estudo, alguns pontos 

devem ser observados para que os resultados sejam otimizados. Em primeiro lugar recomenda-

se que as sessões de OPU (ovum pick up) ocorram nos meses de junho e julho, caracterizada 

como estação reprodutiva favorável (ERF), período em que a maioria das búfalas do rebanho já 

estão paridas e aptas a serem aspiradas, tantos as vazias quanto as gestantes. Embriões 



69  

produzidos nessa época, seguidos da criopreservação por VT ou congelamento para TD 

possuem maior competência no estabelecimento da gestação comparados com embriões 

produzidos nos meses de dezembro e janeiro, considerada estação reprodutiva desfavorável 

(ERD).  

 

4.2. SEGURANÇA E BUSCA DA EFICIÊNCIA NO PROCESSO 

 

Nos meses de junho e julho várias doadoras já poderão estar gestantes e mesmo assim 

poderão ser aspiradas até completarem três meses de gestação. Deve-se destacar que entre 36 

doadoras gestantes aspiradas (37 OPUs), nenhuma apresentou qualquer problema relacionado 

às perdas embrionárias ou fetais.  

 Para elevar a média de oócitos recuperados e embriões produzidos, as doadoras poderão 

ser selecionadas pela população de folículos antrais (PFA), além de informações do animal com 

relação ao histórico da competência oócitária, buscando as doadoras eficientes em conversão de 

embriões. Informações referentes aos embriões provenientes de determinadas doadoras que 

possuem boa TC após ser criopreservado também poderão ser verificadas. 

 

4.3. OTIMIZAÇÃO DA TAXA DE CONCEPÇÃO 

 

Pensando em otimizar o aproveitamento dos embriões, novilhas devem ser preferidas 

para serem receptoras, pois apresentaram maior TC em relação às vacas em lactação (43,7% vs 

28,6%; p=0,0406), além de serem manejadas de forma menos intensa. Ainda, quando novilhas 

na ERF receberam embriões produzidos de doadoras na ERF chegaram a apresentar TC de 

73,9% (17/23). Deve se considerar também que o custo para aquisição da novilha é inferior ao 

das vacas, além de pisotearem menos as pastagens. Uma sugestão é que sejam utilizadas a 

próprias novilhas do rebanho, que poderão receber embriões das vacas top, até mostrarem seu 

bom desempenho na produção de leite. Dessa forma, haverá um melhor controle sanitário do 

rebanho. Deve ser salientado que a bezerra nascida na estação reprodutiva atual será candidata 

a ser receptora no segundo ano seguinte. 

 

4.4. ALTERNATIVAS PARA AGREGAÇÃO DE VALOR 

 

Alguns projetos, além de explorarem a produção leiteira ou venda reprodutores também 

comercializam embriões frescos ou congelados como fonte de receita, em um mercado 
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crescente, principalmente pela possibilidade em disponibilizar genética de famílias cujas vaca 

sejam uma reserva do plantel e não estejam à venda. Em muitos casos a matriz não está à venda, 

mas os seus embriões, acasalados com diferentes reprodutores podem ser comercializados. Os 

índices obtidos na TC nesse estudo possibilitam o uso comercial da técnica. 

 

4.5. ESTOQUE DE EMBRIÕES CRIOPRESERVADOS 

 

 Mesmo em programas onde a maioria dos embriões produzidos serão transferidos a 

fresco é interessante manter um estoque de embriões vitrificados ou congelados para TD, caso 

haja algum problema na produção de blastocistos, seja ligado a OPU, ao transporte dos oócitos, 

problema com o sêmen ou no laboratório. Dessa forma, as receptoras sincronizadas poderão 

receber embriões VT e/ou TD. 

 

4.6. CUIDADOS NA ESCOLHA DO TOURO 

 

 Na escolha dos touros recomenda-se um cuidado adicional para checar a qualidade do 

material genético que será utilizado. Pode ser selecionada uma ou mais doses de determinado 

touro, observando-se a partida em questão e examiná-las utilizando as avaliações convencionais 

(motilidade, morfologia e concentração) associadas com a técnica de CASA (análise 

computadorizada da motilidade) e de sondas epifluorescentes para verificar a integridade das 

membranas acrossomal, plasmática e mitocondrial. 

 

4.7. LIMITAÇÕES E ALTERNATIVAS 

 

 As aspirações foliculares foram realizadas em dia aleatório do ciclo estral. Dessa forma, 

foram aspiradas doadoras nas diferentes fases. Em alguns casos isso é um fator limitante, como 

por exemplo no metaestro, fase em que os folículos estão no início da emergência da onda de 

crescimento folicular e são pequenos, dificultando o trabalho do veterinário e comprometendo 

a qualidade dos oócitos. Essa situação pode ser contornada com protocolos para sincronização 

da emergência da onda à base de P4 (dispositivo intravaginal) e aplicação de estrógenos como 

o benzoato de estradiol (SILVA et al., 2017). Adicionalmente pode ser aplicada PGF, com o 

objetivo de lisar o corpo lúteo (CL) e assim aumentar a área do estroma ovariano com a presença 

de folículos antrais a serem aspirados.   
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APÊNDICE I 

 

Efeito do reprodutor 

 

 Efeito do reprodutor na Produção de embriões 

 Os touros envolvidos no experimento foram avaliados preliminarmente por microscopia, 

utilizando-se a análise pelo método CASA (Computer Assisted Sperm Analisys). Um dos 

reprodutores, foi descartado no início do experimento por apresentar baixa produção de 

embriões na primeira sessão de OPU e somente 19,5% de membrana plasmática intacta após 

análise pela técnica de sondas fluorescentes.  

 

Tabela 6 - Análise por microscopia e uso de sondas fluorescentes de amostras de sêmen provenientes 

de quatro diferentes búfalos, utilizados na FIV para a produção de embriões. 

 

Fonte:  Própria autoria 

Conc. = concentração; Mot. = motilidade; Def. > = defeitos maiores; Def. < = defeitos menores; MP 

Intac. = membrana plasmática; Acr. Intac. = acrossomo intacto. 

 

 Para produzir os embriões utilizados no estudo da sazonalidade participaram quatro 

touros, dos quais, dois estiveram presentes em acasalamentos na ERF e ERD. Esses touros 

apresentaram melhor taxa de clivagem na ERF, porém maior taxa na produção de embriões na 

ERD. Já, o percentual de embriões não aptos a serem criopreservados foi maior na ERD em 

relação à ERF para os 2 touros considerados, conforme demonstrado na tabela 7. 

 

Tabela 7 - Taxa de produção de embriões e não aptos à criopreservação, em relação aos oócitos 

destinados ao cultivo in vitro (CIV) utilizando sêmen de 4 diferentes búfalos, sendo que 2 deles foram 
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utilizados na ERF e ERD. 

 

Fonte: Própria autoria 

Legenda: CIV = oócitos cultivados in vitro; CLIV. = oócitos clivados; CLIV/CIV = proporção de oócitos 

clivados em relação aos cultivados in vitro; EMB = embriões produzidos; % EMB = taxa de produção 

de embriões; VT = embriões vitrificados; TD = embriões criopreservados para transferência direta; ÑAP 

= embriões não aptos para serem criopreservados. 

 

 Os reprodutores “A” e “D” foram utilizados somente na ERD e mesmo assim 

apresentaram taxas de produção de embriões de 33,3% e 35,8%, respectivamente. Esse pode ser 

considerado um bom resultado e talvez as taxas pudessem ser mantidas nesse patamar ou acima 

na ERF.  

 

Figura 18   - Taxa de produção de embriões dos 4 reprodutores envolvidos no experimento. 

 

Fonte: Própria autoria 

 

 

Figura 19 - Desemprenho dos touros na produção de embriões, desmembrando suas atuações na ERD 
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e ERF. 

 

Fonte: Própria autoria 

 

 Efeito do reprodutor no estabelecimento da gestação 

 

 Durante o experimento foram utilizados acasalamentos para as doadoras de acordo com 

critérios da fazenda. O resultado do sêmen analisado pela técnica de sondas fluorescentes com 

Iodeto de Propídio, apresentou percentual de membrana citoplasmática íntegra adequado em 

relação aos 4 touros utilizados no experimento: “A” (25,5%), “B” (39,5%), “C” (47,5%) e “D” 

(49,5%). Já, um quinto touro foi excluído do experimento por apresentar 19,5% de membrana 

citoplasmática íntegra e uma taxa de produção de embriões de 20,6% quando foi utilizado pela 

primeira vez, previamente ao início do experimento.  

 

Figura 20 - Taxa de concepção de embriões produzidos após a FIV, utilizando-se sêmen de quatro 

diferentes reprodutores bubalinos, durante o experimento. 

 

Fonte: Própria autoria 

 

 Conforme observado na tabela 7, o reprodutor “B” apresentou menor taxa na produção de 

embriões. Já na figura 20, o mesmo reprodutor apresentou melhor TC, entre os demais 

reprodutores. 
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 Analisando os dados de produção de embriões dos touros nas duas estações reprodutivas, 

nota-se que o touro “C” apresentou diferentes índices de produção entre a ERF e ERD. 

 

Figura 21 - Taxa de concepção de embriões produzidos após a fecundação utilizando sêmen de quatro 

diferentes búfalos, ao longo de 6 sessões de OPU. 

 

Fonte: Própria autoria 

 


