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Resumo

Na presente revisdo sdo relatadas as principais biotécnicas atualmente empregadas na reproducdo de
bubalinos. A inseminacdo artificial em tempo fixo tem sido utilizada nesta espécie tanto na estacdo reprodutiva
favordvel, quanto na desfavordvel, com obtencdo de satisfatérias taxas de prenhez. Outras técnicas - como a
multipla ovulacdo e transferéncia de embrides, aspiracdo folicular (OPU) e producdo de embrides in vitro - t€ém
se mostrado factiveis em bubalinos, embora ainda com baixa eficiéncia e pouca aplicacdo comercial. Novos
estudos necessitam ser conduzidos para incrementar a aplicacdo comercial dessas biotécnicas, aumentando a
eficiéncia, reduzindo os custos e permitindo a difusao em larga escala de germoplasma superior, tanto de origem
paterna quanto de origem materna.
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Abstract

In the present review, the main reproductive biotechnologies applied in buffalo species are described.
Fixed time artificial insemination has been successfully used in this species during the reproductive season and
in the out breeding season. Other techniques — as multiple ovulation and embryo transfer, ovum pick-up and in
vitro embryo production — have been shown feasible in buffalo, although low efficiency and commercial
application are verified. Further studies must be conducted to permit commercial application of these
biotechniques. This way the costs can be reduced and superior germoplasm can be spread in large scale.
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Introducio

A criacdo de bubalinos tem demonstrado ser um mercado emergente, contribuindo de maneira
significativa na economia mundial. Este fato pode ser verificado pelo intenso crescimento nas taxas de produgao
de carne e leite registrados nos tltimos 10 anos pela Food and Agriculture Organization - FAO (12,4 e 28,3%,
respectivamente; FAO, 2005).

Grande parte deste progresso na cadeia produtiva deve-se ao melhoramento genético, via processos de
selecdo e emprego de biotecnologias da reprodug@o. No tltimos 20 anos vdrios grupos de pesquisa avancaram
nos estudos que possibilitaram o desenvolvimento de diversas técnicas com aplicacdo comercial.

A presente revisdo tem como objetivo de apresentar e discutir os achados mais recentes sobre o
emprego de modernas biotécnicas reprodutivas em bubalinos.

Particularidades da fisiologia reprodutiva de bubalinos

Antes da programacdo de qualquer evento reprodutivo em bubalinos, € necessdrio o conhecimento
prévio da caracteristica reprodutiva estacional da espécie. Os biifalos, quando criados em localidades distantes da
regido equatorial, t€m um comportamento reprodutivo influenciado positivamente pela diminui¢do de horas de
luz do dia (Zicarelli, 1994a). Pode-se dizer que os bufalos sdo poliéstricos estacionais de dias curtos,
semelhantemente aos ovinos e caprinos, apresentando aumento da atividade reprodutiva nos meses de outono e
do inverno.

Os estudos de dindmica folicular em bubalinos demonstram que esta espécie apresenta desenvolvimento
ovariano semelhante aos bovinos (Baruselli et al., 1997). Embora a ocorréncia de duas ondas foliculares seja a
mais relatada em fémeas bubalinas (Manik er al, 1994; Baruselli et al., 1997; Ali et al., 2003), também foi
observado o padrdo de uma (Baruselli ez al., 1997) ou trés ondas (Manik et al., 1994; Baruselli et al., 1997).

O ntimero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular € menos em bubalinos que em
bovinos (Baruselli et al., 1997). Danell (1987) observou, pela histologia ovariana, que existe uma populacdo de
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12.636 e 10.132 foliculos primordiais em novilhas bufalas ciclicas e ndo ciclicas, respectivamente, nimero é
bastante reduzido quando comparado aos 50.000 foliculos primordiais em novilhas bovinas. O niimero de
foliculos > 1 mm também difere entre as duas espécies, pois os bovinos possuem aproximadamente 90 foliculos,
enquanto que os bifalos apresentam apenas 46,3. Constatou-se diferencas no nimero de foliculos atrésicos entre
as duas espécies, notando atresia em 2/3 dos foliculos em desenvolvimento nos bubalinos e 50% nos bovinos.

O intervalo interovulatério pode variar de 21 a 25 dias, dependendo do nimero de ondas de crescimento
folicular, sendo mais longo em animais com 3 ondas (Manik et al., 1994; Baruselli et al., 1997). A duracdo da
fase ldtea comporta-se da mesma maneira, sendo maior em animais que apresentam maior nimero de ondas de
crescimento folicular, sendo relatados intervalos de 10 a 13 dias (Baruselli et al., 1997). Pode-se verificar que
estes periodos sao semelhantes aos de bovinos.

Entretanto, em relagc@o aos bovinos, sdo detectadas diferengas nos didmetros mdximos alcancados por
onda de crescimento folicular. Em bubalinos, esses didmetros variam de 11,1 a 15,5 mm dependendo do niimero
de ondas de crescimento folicular (Manik et al., 1994; Baruselli et al., 1997). Em bovinos os didmetros maximos
variam em funcdo do grupo genético (zebuinos vs. taurinos), sendo menores em Bos indicus (10 a 12 mm; Bo et
al., 1993; Figueiredo et al., 1997; Rhodes et al., 1995) do que em Bos taurus (15 a 20 mm; Ginther et al., 1989;
Kastelic et al., 1990; Bo et al., 1993).

Em um recente estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (Gimenes, 2006), verificou-se que
também hd diferencas entre bubalinos e bovinos com relagdo aos didmetros atingidos no momento da selecao
folicular. Na divergéncia folicular (2,6 dias apds a ovulagdo), os didmetros do foliculo dominante e maior
subordinado sdo 7,2mm e 6,4mm, em bubalinos. Estes didmetros mostram-se maiores do que os descritos para
Bos indicus [FD: 5,4 a 6,2 mm (Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2006; Gimenes, 2006); FS: 5,4 a 5,8 mm
(Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2006; Gimenes, 2006)], porém menores do que os reportados para Bos
taurus (FD: 8,5 mm e FS: 7,2 mm; Ginther et al., 1996).

Entretanto, apds a divergéncia, os foliculos ainda ndo sdo responsivos a indug¢do de ovulacdo. Em
novilhas bubalinas a aquisi¢cdo de capacidade ovulatéria ocorre a partir de 8,5mm de diametro, quando 50% dos
animais torna-se responsivo ao LH exdgeno, contudo ndo ha aumento nas taxas de ovulacdo quando didmetros
superiores sdo alcancados (56% de ovulacdo com diametros superiores a 10 mm; Gimenes, 20006).

Inseminacio artificial

Dentre as principais biotécnicas empregadas nas espécies domésticas, pode-se citar a inseminagdo
artificial (IA) como importante ferramenta para difusdo de material genético superior de origem paterna.
Entretanto, o uso desta técnica de maneira convencional, ou seja, pela observagdo de cios, se depara com duas
dificuldades relevantes na espécie bubalina. A primeira estd relacionada ao préprio comportamento estral, que
em bubalinos € discreto, dificultando a detec¢do do estro. A segunda, diretamente ligada ao primeiro fator, € a
baixa taxa de servico obtida em fémeas bubalinas inseminadas artificialmente, levando ao comprometimento da
eficiéncia reprodutiva do rebanho e ao insucesso da técnica. Também, € importante ressaltar que bubalinos
criados em regides distantes do equador sdo sazonais, manifestando atividade reprodutiva durante os meses de
outono e inverno.

Desta maneira, foram desenvolvidos protocolos hormonais que permitissem a utilizagdo da IA sem a
necessidade da detec¢do de cio. Nesta revisdo serdo comentados os dois principais protocolos de inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF) que estdo sendo empregados na espécie, tanto na esta¢do reprodutiva favordvel
quanto na estacao reprodutiva desfavordvel.

Nos dltimos anos nossa equipe de pesquisa desenvolveu experimentos a fim de avaliar a eficiéncia do
protocolo Ovsynch em bubalinos (DO: GnRH; D7: PGF2a; D9: GnRH; IATF 16 horas apds a 2* aplicagdo de
GnRH; Baruselli et al., 1999a, b; 2002). Como resultados, verificou-se que este protocolo proporciona taxas de
prenhez satisfatérias (em média de 50%) durante a estagdo reprodutiva favordvel de bubalinos, desde que as
fémeas estejam ciclando e com condig@o corporal > 3,0 (escala de 1 a 5).

Entretanto, quando este mesmo protocolo foi empregado em fémeas na estagdo reprodutiva
desfavordvel (primavera e verdo), quando apresentam alta incidéncia de anestro, taxas de prenhez entre 6,9%
(Baruselli et al, 1999b) e 28,2% (Baruselli et al., 2002) foram obtidas, indicando baixa eficiéncia desse protocolo
de sincronizagdo. Apds inimeros projetos de pesquisa (Baruselli et al, 2002; 2003b; Moura, 2003; Bartolomeu,
2003; Porto Filho, 2004; Porto Filho er al., 2004; Carvalho et al., 2005; 2007a, b), foi desenvolvido um
tratamento hormonal que vem apresentando resultados satisfatdrios para animais em anestro estacional,
possibilitando e emprego da IA durante todo o ano. Este consiste na insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona ou implante auricular de norgestomet, associado a 2ml de benzoato de estradiol (BE) em dia
aleatdrio do ciclo estral (D0). Nove dias apds a insercdo, o dispositivo/ implante € retirado e sdo administrados
PGF2q, e eCG (400 UI). Ap6s 48 horas da retirada do dispositivo, sdo administrados GnRH ou hCG (1000 UI) e
a IATF é realizada 16 horas apds este ultimo tratamento.

Com o emprego desses protocolos de sincronizacdo € possivel obter aproximadamente 50% de
concepcdo, tanto na estagdo reprodutiva favordvel (protocolo Ovsynch), quanto na estacdo reprodutiva
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desfavordvel (P4 + eCG). Essa tecnologia permite associar o emprego da IA com a desestacionalizagdo dos
partos, tdo importante para evitar a concentragdo fisiologia dos partos e a producgdo de leite, contribuindo para o
abastecimento da demanda continua de leite da inddstria ldctea de bufalos.

Miiltipla ovulacao e transferéncia de embrides

Embora a IATF tenha sofrido um grande progresso e venha sendo aplicada com sucesso em rebanhos
nacionais, a exploracdo de técnicas para multiplicar o material genético materno ainda tem baixa difusdo. Isto é
atribuido aos insatisfatérios resultados obtidos até o momento, e que, na realidade, refletem a compreensao
parcial dos eventos envolvidos na manipulagdo do ciclo estral e da ovulagdo desta espécie, embora muito ja se
tenha elucidado.

Apesar de haver registros do nascimento de bufalos com o emprego da MOET no Brasil e em outros
paises (Drost et al., 1983; Baruselli, 1994), a utilizacdo dessa técnica na espécie ainda apresenta limitagdes,
ligadas principalmente a baixa taxa de recupera¢do embriondria (Misra et al., 1990; Ambrose et al., 1991;
Baruselli, 1994; Zicarelli et al., 1994a, b; Taneja et al., 1995; Madan et al., 1996; Baruselli et al, 1997; Zicarelli
et al., 2000; Baruselli et al., 2002; Carvalho et al., 2002). Bifalos superovulados produzem em média de 1 a 2
embrides vidveis por colheita.

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

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

Os baixos resultados da MOET na espécie bubalina podem decorrer das altas concentragdes do
hormdnio estradiol (E,) durante o tratamento superovulatério, postulam Misra et al. (1998). E possivel que as
fémeas bubalinas sejam mais sensiveis que as fémeas bovinas a eleva¢Ges nas concentra¢des plasmadticas de 17f3-
estradiol durante os tratamentos superovulatérios (Beg et al., 1997).

A partir desta hipétese, Baruselli et al. (2002) e Carvalho (2002) buscaram reduzir as concentracdes
circulantes de E, durante os tratamentos superovulatérios, seja pela utilizacdo de progesterona exdgena ou
bioimplantes de deslorelina, respectivamente. Contudo, em ambos estudos ndo foi obtido aumento nas taxas de
recuperagdo de estruturas embriondrias.

A fim de correlacionar os achados anatdomicos aos funcionais em fémeas bubalinas e bovinas e as
implicagdes na MOET, nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma seqiiéncia de diversos experimentos
(Carvalho, 2006). Nao foi observado efeito do estradiol na recuperacdo de estruturas embriondrias, € tampouco
no padrdo de movimentacdo ciliar da tuba uterina. Ainda, de forma resumida, o trabalho foi indicativo de que
fémeas bubalinas superovuladas apresentaram maior numero de foliculos anovulatdrios, ligacdo ovdrio-
mesovdrica mais rigida e maior espessura da camada muscular do infundibulo da tuba uterina do que fémeas
bovinas, e que estes fatores poderiam contribuir para a menor taxa de recupera¢do embriondria em bubalinos.

Outra possivel causa pode estar relacionada a qualidade oocitdria dos bubalinos, pois nesta espécie as
camadas de células da granulosa sdo ligadas fragilmente aos odcitos, ao contrdrio do que ocorre na espécie
bovina (Gasparrini, 2002). Devido a este fator, o emprego de somatotropina recombinante bovina (rbST) poderia
colaborar aumentando a eficiéncia da MOET em bubalinos, visto que este hormdnio aumenta a populacio de
pequenos foliculos antrais e melhora a qualidade dos odcitos por efeito direto e/ou indireto através do fator-I de
crescimento semelhante & insulina (IGF-I — Pavlok et al., 1996; Lucy, 2000). Adicionalmente, o tratamento com
rBST estimula a expansdo das células do cumulus (Izadyar et al., 1998a, b), o que poderia contribuir para a
adesdo dos odcitos a fimbria e as células ciliadas da endosalpinge e, essa interacdo poderia aumentar a taxa de
recuperacdo embriondria em animais superovulados.

Na tentativa de estudar essa hipétese, alguns trabalhos desenvolvidos em bubalinos demonstraram que o
emprego de somatotropina recombinante bovina (rbST) promove aumento do nimero e da propor¢do de
embrides transferiveis (Songsasen et al., 1999) e aumento na taxa de recuperacdo de embrides e, apesar de nio
significativo, do niimero de estruturas embriondrias recuperadas em relagdo ao grupo ndo tratado com rBST
(Baruselli et al., 2003a).

No entanto, existem relatos de que existe diferenca na eficiéncia reprodutiva de vacas bovinas que
receberam bST conforme o aumento da concentracdo sanguinea de IGF1 em resposta ao tratamento (Thatcher et
al., 2006). Vacas secas respondem com alta elevagdo da concentracdo sanguinea de IGF1, a qual estd
correlacionadas com diminui¢@o da fertilidade. Entretanto, vacas em lactagdo apresentam aumento adequado dos
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niveis de IGF1, associados ao aumento da fertilidade. Os autores discutem que a resposta ao tratamento pode
estar associada ao metabolismo do animal.

Em recente experimento (Carvalho et al., 2007c), que procurou avaliar o possivel efeito positivo de
reduzidas doses de bST, testou-se o emprego de meia dose ou dose inteira de rbST em protocolos de
superovulagdo em bubalinos. Porém os resultados parecem ser conflitantes, pois ndo houve efeito do tratamento
com bST (dose inteira ou meia dose), quando comparado ao grupo controle (animais ndo tratados com bST).
Apesar disto, numericamente houve maior nimero de estruturas totais, embrides transferiveis e congeldveis para
o grupo em que se utilizou meia dose de bST.

De modo geral, o problema relacionado & baixa taxa de recuperacdo de embrides bubalinos permanece
ainda desconhecido, comprometendo a eficiéncia da TE nessa espécie. Entretanto, existem indicios de que o uso
de bST e, particularmente, da meia dose deste hormonio, pode apresentar efeito positivo. Novos estudos sdo
necessdrios para tentar viabilizar o emprego da MOET em bubalinos, para que essa técnica seja amplamente
difundida e empregada pelos criadores com a finalidade de acelerar o ganho genético e a produtividade dos
rebanhos de bufalos.

Aspiracao folicular e produc¢iao de embrides in vitro

A aspiragdo folicular transvaginal associada a produg¢do de embrides in vitro tem se mostrado
promissora, especialmente devido a possibilidade de recuperar odcitos de animais vivos de diferentes status
reprodutivos (pré-piberes, em anestro, ciclicos, gestantes). Entretanto, apesar do crescente interesse pela técnica,
associado ao potencial de propagacdo do germoplasma, baixos indices de produ¢cdo de embrides e produtos a
termo foram obtidos até o momento em bubalinos (Gasparrini, 2002). Essa técnica tem sido empregada por
diversos grupos de pesquisa (Boni et al., 1994; Galli et al., 1998; Ohashi et al., 1998; Boni et al., 1999;
Gasparrini, 2002, Campanile et al 2003). Entretanto, ha algumas particularidades em bubalinos que a tornam
menos eficiente que em bovinos.

Primeiramente é importante citar que, devido ao reduzido nimero de foliculos primordiais (Danell,
1987) e antrais (Le Van Ty et al., 1989) na espécie bubalina comparado a espécie bovina, verifica-se,
conseqiientemente, menor nimero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular. Sendo assim,
proporcionalmente menor nimero de odcitos sdo recuperados por sessdo de aspiracdo folicular em bubalinos.
Este fato foi verificado por Ohashi et al. (1998), que desenvolveram um experimento no qual foram comparadas
as caracteristicas foliculares e oocitdrias apds o abate de bubalinos e zebuinos criados sob as mesmas condi¢des
de manejo e alimentacdo. Neste trabalho constatou-se que o nidmero de foliculos (4,5£1,9 vs. 8,7+5,9) e o
nimero de odcitos (2,2+1,1 vs. 4,1+2,6) € significativamente menor em bubalinos em relagdo aos bovinos.

Outro fator determinante nos procedimentos de OPU/ PIV em bubalinos esté relacionado a qualidade
dos odcitos. Como citado anteriormente nesta revisdo, ha fragilidade entre as células da granulosa dos odcitos de
bubalinos (Gasparrini, 2002). Além disso, verificou-se menor compactacio do cumulus nesta espécie em relacdo
aos bovinos (Ohashi et al., 1998) e maior taxa de atresia folicular (Danell, 1987; Le Van Ty et al., 1989).

Em estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa em parceria com a Universita Degli Studi di
Napoli Federico II, apenas 27,3% dos odcitos recuperados foram considerados de boa qualidade para serem
utilizados na FIV (Graus A e B). Esse resultado foi similar aos obtidos por Boni et al. (1997), que trabalharam
com fémeas bubalinas em anestro e obtiveram 31,3% de odcitos vidveis para a produ¢do in vitro de embrides
bubalinos.

Deste modo, e com base nos resultados obtidos na MOET, nosso grupo de pesquisa delineou
experimentos incluindo o emprego do bST na OPU, com a finalidade de incrementar a populacdo folicular e a
qualidade dos odcitos para a PIV. S4 Filho et al. (2005b) avaliou o tratamento com 500 mg de rBST em fémeas
bubalinas, tendo inicio 4 dias antes da primeira sessdo de aspirag¢do folicular e em seguida, a cada 14 dias até o
término do experimento. Tanto o grupo controle quanto o tratado foram submetidos a 10 sessdes de OPU,
realizadas 2 vezes por semana. O tratamento com rBST proporcionou aumento nos nimeros de foliculos
aspirados (P<0,05) e de odcitos recuperados (P = 0,07).

Posteriormente, 247 odcitos vidveis foram maturados in vitro (Sa Filho et al., 2005a). Destes, 45,3%
(112/247) clivaram e, foram produzidos 57 embrides (23,1%; 57/247). Os embrides foram inovulados em tempo
fixo (TETF) em fémeas previamente sincronizadas (GnRH/PGF2a/GnRH). A taxa de aproveitamento das
fémeas para a TETF foi de 80% (32/40). Ap6s a TETF, cada fémea recebeu uma aplicagdo de GnRH e, 30 dias
apds, foi realizado o diagndstico de gestacdo por ultra-sonografia. Verificou-se taxa de prenhez de 14,3% (1/7)
para as fémeas inovuladas com embrides frescos e de 8,0% (2/25) para as que receberam embrides vitrificados.
Foi registrado o nascimento de 2 produtos sauddveis oriundos de embrides PIV vitrificados, entretanto, a
transferéncia a fresco resultou em um natimorto (317 dias de gestacdo). A obtencdo das primeiras prenhezes de
embrides bubalinos produzidos in vitro nas Américas, demonstra que € possivel estabelecer um protocolo de
OPU-PIV vidvel para a espécie.

Em outro experimento realizado pelo nosso grupo de pesquisa (Ferraz et al., 2007), foram avaliados os
efeitos do intervalo de aspiragdo folicular (uma vez por semana ou uma vez a cada 14 dias) e do uso de bST
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(grupo controle ou tratado com 500 mg de rbST). Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito do tratamento com bST e do intervalo de aspiracéo folicular na recuperagdo e qualidade dos
odcitos e na producdo de embrides in vitro. Dourado — SP, 2005.

Varidvel G-CONT7 G-bST7 G-CONT14 G-bST14
N° de animais 4 4 4 4
N° de sessdes de aspiracio (OPU) 64 64 32 32
N© foliculos aspirados 11.3£0.5¢ 14.3+0.6° 14.8+0.8° 17.3£1.0°
N° odcitos totais 7.6+0.4° 9.3+0.4° 9.9+0.6 10.12£0.7%
Taxa de recuperagdo (%) 69.3° 73.6° 67.4° 58.5"
N° odcitos vidveis 5.5+0.4° 6.8+0.4" 7.6£0.5" 6.8+0.6"
N° de odcitos grau 1 0.6+0.1 0.5+0.1 0.8+0.1 0.6+0.2
N° de oécitos grau 2 0.420.1° 0.9+0.1° 1.4+0.2° 0.8+0.2°
N° de odcitos grau 3 4.4+0.3 5.4+04 5.4+0.5 5.3+0.5
N° odcitos degenerados 0.9+0.1° 1.240.1° 1.120.2° 1.740.3*
N° oécitos com expansdo do cumulus 0.1+0.0 0.2+0.1 0.1£0.1 0.3+0.1
N° odcitos atrésicos 1.240.1 1.240.1 1.1£0.2 1.3£0.2
N° embrides clivados 2.0+£0.2 2.240.2 2.4+0.4 1.9+0.3
Taxa de clivagem (%) 334 32.7 35.1 26.0
N° blastocistos no D6 1.0+0.2° 0.5+0.1° 1.2+0.3* 0.4+0.1°
Taxa de blastocistos no D6 (%) 13.7° 13.5° 6.6 7.3%®
N° blastocistos no D7 1.3£0.2° 0.7+0.1° 1.7+0.4* 0.8+0.2°
Taxa de blastocistos no D7 (%) 18.6° 19.5° 9.6 13.4®

a # b # c: letras sobrescritas na mesma linha diferem entre si (P<0,05)
Fonte: Ferraz et al., 2007

Em média, a realizagdo de OPU uma vez por semana (sem bST) reduziu o nimero de foliculos
aspirados e o niimero de odcitos totais e vidveis. A despeito disto, a OPU a cada 14 dias associada a 500mg de
bST aumentou o nimero de odcitos degenerados e reduziu o nimero de blastocistos produzidos nos dias 6 e 7.

Embora os resultados acima mencionados demonstrem que a associagdo da OPU-PIV seja factivel,
novos estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem aumentar a eficiéncia de
ambas as técnicas na espécie bubalina, para tentar viabilizar seu emprego comercialmente.
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