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Resumo

Atualmente, a producdo in vitro de embrides (PIV) bubalinos apresenta altas taxas de maturacao (80%),
moderadas taxas de clivagem (50%) e taxas moderadas de formacao de blastocistos (20%). A PIV possui grande
potencial para incremento da bubalinocultura, assim como ocorre na espécie bovina. Embora bovinos e
bubalinos sejam espécies bem diferentes, as técnicas desenvolvidas sdo as mesmas, podendo-se aproveitar o
trabalho ja realizado em bovinos para beneficio dos bubalinos. No entanto, algumas restricdes bioldgicas e
fisiologicas dos bubalinos devem ser observadas no que tange a aplicacdo das biotecnologias relacionadas a
producdo de embrides. A producdo de embrides in vitro é limitada pelo nimero e qualidade de odcitos, pelas
baixas taxas de gestacdo e pela alta perda de gestacdo pos-transferéncia dos embrides, tornando a técnica mais
cara que em bovinos. Entretanto, quando se implementam biotecnologias, pode-se agregar valor a produgdo por
acelerar a identificacdo e selecdo de gendtipos superiores.
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Abstract

Recently, buffalo in vitro embryo production presents high maturation rate (80%,), moderate cleavage
rate (50%), and moderate blastocyst formation rate (20%). IVP has a great potential to advance bubalinoculture
as much as they have done for cattle. Although cattle and buffaloes are different, the technologies being
developed are the same and the studies done with cattle can benefit buffaloes. However there are some
constrains that have to be observed for biotechnology application on embryo production. In vitro embryo
production is limited by number and quality of oocytes, low pregnancy and high pregnancy losses post-embryo
transfer, making the technique more expensive than in cattle. However, when biotechnologies are integrated, the
production can gain by speed the identification and selection of superior genotypes.
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Introducao

As biotecnologias sdo aplicadas a reproducdo bubalina, mas a taxa de fertilidade observada é baixa. A
baixa fertilidade ocorre devido a baixa resposta a estimulagdo hormonal, recupera¢do de embrides, nimero de
foliculos primordiais no ovario e taxa de gesta¢do, quando comparado aos bovinos. Devido a baixa eficiéncia
dos programas de superovula¢do e transferéncia de embrides (MOET) nesta espécie, houve um aumento do
interesse na produgdo in vitro de embrides (PIV) em larga escala, pela rapida propagagdo do germoplasma
superior (Gasparrini, 2002). Bons progressos foram obtidos na maturagdo e fertilizagdo in vitro de odcitos. No
entanto, a cultura in vitro ainda necessita de mais estudos, principalmente no que tange ao meio adequado para o
embrido bubalino.

A primeira descri¢do da técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) em bubalino foi realizada por Majundar et
al. (1988) e Singh et al. (1989), que utilizaram odcitos maturados in vitro, fecundados com s€émen congelado e
cultivados in vitro até o estagio de moérula. Pouco tempo depois, Suzuki et al. (1991) relataram a primeira
gestagdo em bufalas com embrido produzido in vitro, e Madan et al. (1992) o primeiro nascimento (Ohashi et al.,
2006).

A primeira tentativa de utilizacdo de PIV, que associa as técnicas de maturacdo oocitaria (MIV),
fecundagao in vitro (FIV) cultivo embrionario in vitro (CIV) e aspiracdo folicular (OPU), foi realizada por Boni
et al. (1994) com resultados promissores (Ohashi et al., 2006).

Desde o primeiro nascimento de bubalino por FIV, foram publicados inimeros artigos sobre sistemas de
producdo in vitro de embrides, demonstrando os efeitos de diferentes protocolos e meios sobre o
desenvolvimento de odcitos e embrides. Mais de 100 trabalhos foram publicados entre 1991 e 2008,
apresentando altas taxas de maturacdo (80%), moderadas taxas de clivagem (50%) e taxas moderadas de
formacgdo de blastocistos (20%) na espécie bubalina (Surresh et al., 2009). Os relatos de eficacia de tratamentos
sdo, em alguns casos, contraditorios. Alguns estudos afirmam a existéncia de efeito, enquanto outros ndo
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Deste modo, este trabalho visa apresentar alguns dos resultados mais promissores relatados até o
momento sobre as diversas etapas da producao in vitro de embrides bubalinos.

Aspiracio folicular (OPU)

A técnica de aspiragdo folicular guiada por ultrassom ¢ uma técnica ndo invasiva, que permite a
recuperacdo de grande niimero de odcitos em estagio de meiose oriundos de foliculos antrais de animais vivos. O
primeiro relato de nascimento de bezerro derivado de embrido congelado, produzido por aspiragdo folicular,
maturagdo in vitro, fertilizagdo e cultura embrionaria, ocorreu na Italia em 1998 (Galli et al., 1998). Foi
demonstrado que a produgdo de embrides por OPU ¢ superior 8 MOET porque pode produzir mais embrides
transferiveis por doadora mensalmente (2 TE versus 0,6 MOET, respectivamente; Gasparrini, 2002). Em
bubalinos, podem ser realizadas OPUs repetidas sem efeitos locais (Gupta et al., 2006).

A fonte de odcitos afeta significativamente o desenvolvimento embrionario pos-fertilizagdo. Alguns
autores observaram alta taxa de producdo de blastocistos utilizando odcitos obtidos por OPU em comparagdo
aqueles obtidos em abatedouro (Neglia et al., 2003; Manjunatha et al., 2008). Uma taxa maior de incubagdo de
blastocistos foi relatada com embrides pos-vitrificacdo oriundos de odcitos obtidos por OPU em relagdo a
embrides com oocitos de abatedouro (Manjunatha et al., 2008). No entanto, Liang et al. (2008) ndo confirmam
esta diferenca.

Em bezerros bubalinos pré-puberes, a utilizacdo de protocolos de estimulagdo com gonadotrofinas
combinados a OPU produziu maior nimero de foliculos de tamanho médio a grande, quando comparados ao
grupo-controle. O niimero de o6citos de boa qualidade recuperados por aspiragéo folicular foi maior, assim como
a taxa de metafase Il alcangada apds a maturagdo in vivo e in vitro (Presicce et al., 2002). Foi demonstrado que
cinco ciclos repetidos de FSH (horménio foliculo estimulante) € OPU ndo influenciam a resposta folicular a
superestimulagdo nem o nimero de odcitos recuperados de bufalas pré-puberes (Techakumphu et al., 2004). A
OPU pode ser realizada com sucesso em bufalas em diferentes estagios reprodutivos. Ainda, a administragdo de
FSH pode aumentar o nimero de odcitos aspirados em bufalas pds-parto ciclicos e lactantes (Promdireg et al.,
2005).

Pesquisadores italianos afirmam produzir um embrido por sessdo de OPU, em coletas realizadas uma ou
duas vezes por semana, durante todo o ano, apesar da sazonalidade (Galli et al., 2010). Este achado ¢ similar a
espécie equina, em que embrides podem ser produzidos por OPU e ICSI (injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides) fora da estacdo reprodutiva (Colleoni et al., 2007).

Seleciio de odcitos para maturacio in vitro

Além da utilizagdo da OPU, os oocitos podem ser obtidos de abatedouros. Neste caso, ha uma variagao
extrema na qualidade e no nimero de oodcitos recuperados, dependendo do tipo de animal, localizagdo
geografica, condigdo corporal, etc. Segundo Galli et al. (2010), utilizando-se ovarios de abatedouro, pode-se
recuperar uma média de 4,68 odcitos por ovario, com producgdo de 0,44 embrides com qualidade de congelagdo
por ovario processado, sem detec¢do de efeito sazonal.

Para a producdo de embrides, os odcitos sdo selecionados com base na compactacdo do cumulus e
homogeneidade do ooplasma (Chauhan et al., 1998). A selecao dos odcitos somente por critérios morfoldgicos
pode gerar informagdes erroneas sobre a taxa de maturagdo. E essencial saber a viabilidade dos odcitos antes de
utiliza-los em FIV (Carvalho et al., 2007, 2010; Oba et al., 2010). O Trypan blue pode ser utilizado para
diferenciar os o6citos vivos dos mortos sem causar efeitos deletérios sobre a maturagdo, a fertilizagdo ¢ o
desenvolvimento embrionario (Nandi et al., 2002). A competéncia dos odcitos bubalinos ¢é influenciada por
fatores biologicos e ambientais, como tamanho do foliculo, didmetro do odcito, presenga ou auséncia de corpo
luteo no ovario e temperatura ambiente (Leal et al., 2007, 2010; Siqueira et al., 2009).

A competéncia meiodtica dos odcitos bubalinos foi estudada quanto ao tamanho do odcito e foliculo
(Yousaf e Chohan, 2003). A maioria dos odcitos derivados de foliculos menores que 4 mm estavam nos estagios
iniciais de desenvolvimento da vesicula germinativa (VG) e tiveram menores taxas de MIV (em torno de 32%).
Por outro lado, os o6citos de foliculos de 4 a 8 mm estavam nos estagios finais de VG, sendo mais capacitados
para maturagdo (67-79% MII).

Maturacio in vitro (MIV)

Podem ser utilizados os mesmos meios ¢ condi¢des de oocitos bovinos (Galli et al., 2003). Tanto a
recuperacdo de odcitos quanto a producdo de embrides sdo consideradas baixas, quando comparadas a média de
resultados em bovinos (Galli e Lazzari, 1996).

Gasparini et al. (2008) demonstraram que a maioria dos o6citos bubalinos concluem a maturagdo
nuclear entre 21 e 24 h ap6s o inicio da maturagdo in vitro. As taxas de blastocisto e clivagem diminuem
linearmente com o aumento da duragdo da maturagdo in vitro (de 18 a 30 h). A incubagdo espermatozoide-
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odcito por 16 horas ¢ requerida para a maxima producdo de blastocistos. A espessura da camada de células do
cumulus mostrou-se um fator significativo para a competéncia da maturagdo in vitro de oocitos bubalinos. A co-
cultura de odcitos desnudos com células do cumulus aumenta sua competéncia meidtica (Warriach e Chohan
2004). Ao se avaliar a influéncia do periodo e o tipo de estocagem e a temperatura de MIV, (Ravindranatha et
al., 2003) observou que a temperatura 6tima para MIV foi 38,5° C.

O soro fetal bovino e as gonadotrofinas sdo essenciais para a maturagdo do oocito bubalino (Chauan et
al., 1997; Abdoon et al., 2001). A suplementagdo da MIV com fluido folicular possui alto nivel de maturacdo
quando comparada a meio contendo soro fetal bovino e gonadotrofinas (Chauan et al., 1997; Nandi et al., 2004).
No entanto, um efeito positivo no desenvolvimento embrionario subsequente ndo foi confirmado. Na presenca de
soro ¢ gonadotrofinas, o nivel de maturag@o oocitaria variou de 70 a 80% e resultou em taxa de blastocisto de 10
a 30% (Chauan et al., 1997; Palta e Chauan, 1998). A cisteamina mostrou agir positivamente na maturacdo de
odcitos (Gasparrini et al., 2000; Anand et al., 2008) por estimular a sintese de glutationa (Gasparrini et al., 2003)
e proteger o DNA de danos durante a cultura MIV (Mukherjee et al., 2010). A cistina, em combinagdo com a
cisteamina, resulta em um significante aumento das taxas de clivagem e de producdo de embrides transferiveis
quando comparada ao meio suplementado somente com cisteamina (Gasparrini et al., 2006). Desde que os
fatores de crescimento comegaram a ser estudados, foi mostrado que o IGF-1 (fator de crescimento do tipo
insulina 1) estimula a maturacdo oocitdria de maneira dose-dependente (Pawshe et al., 1998), aumentando o
nimero de células em blastocisto (Narula et al., 1996), enquanto o EGF (fator de crescimento epidimico) possui
efeito benéfico sobre a producédo de blastocistos (Nandi et al., 2003).

Segundo Surresh et al. (2009), os melhores resultados de MIV foram obtidos ao se utilizarem o06citos
com boas camadas de células do cumulus oriundos de foliculos grandes em estac¢des frias quando cultivados em
meio TCM-199 suplementado com soro, FSH e cisteamina, resultando em maximas taxas de fertilizagdo,
clivagem e producdo de morulas/blastocistos.

O teste do cresil azul brilhante (BCB), para avaliagdo de atividade da glucose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), mostrou-se eficaz para a sele¢do de o6citos competentes em desenvolvimento, levando a um aumento
da produgdo de blastocistos (Manjunatha et al., 2007).

Fertilizacao in vitro (FIV)

A qualidade inconsistente do sémen bubalino foi uma importante fonte de variabilidade de resultados no
passado (Galli et al., 2010). No entanto, nos ultimos anos, a preparagdo de sémen congelado vem aumentando,
levando as taxas de fertilizagdo a alcangar niveis similares aqueles obtidos em bovinos. O perfil do touro
bubalino deve ser avaliado, a fim de otimizar a concentragdo espermatica requerida durante a FIV, maximizar as
taxas de fertilizagdo e minimizar a taxa de fertilizacdo poliespermatica. Este perfil pode ser obtido utilizando-se
odcitos bovinos, facilmente avaliados em grande quantidade, evitando o desperdicio de odcitos bubalinos
viaveis. Como descrito para bovinos, ha um efeito do touro no desenvolvimento embrionario (Comizzoli et al.,
2003). O sémen bubalino sexado ndo apresentou diferenca no desenvolvimento de blastocistos e nascimentos
apos a FIV (Lu et al., 2007; Liang et al., 2008).

Cultura in vitro

Na Italia, a produgdo in vitro que resultou no primeiro nascimento de bufalo incluiu a utilizagdo de
oviduto de ovelhas na etapa de cultura embrionaria ap6s a FIV, de 2-4 células a blastocisto (Galli et al., 1998).
Varios métodos e meios de cultura in vitro foram relatados depois. Apds uma tendéncia inicial de utilizagdo de
sistemas de co-cultura, com o uso de células de oviduto em meio TCM 199 suplementado com soro, o
desenvolvimento até blastocisto atingiu uma taxa alta comparada a sistemas de células livres (Nandi et al., 2003).
No entanto, assim como em bovinos, em condi¢des semi-definidas, representadas por meio mSOF suplementado
com BSA e aminoacidos, a sobrevivéncia e qualidade dos blastocistos congelados ¢ significativamente maior
que em sistemas de co-cultura (Gasparrini, 2002; Purohit et al., 2005). Os embrides bubalinos cultivados in vitro
se desenvolvem 12 a 24 horas antes que embrides bovinos, como ocorre in vivo, ¢ geralmente sdo congelados no
dia 6 (fertilizagdo no dia 0).

Alguns autores defendem a utilizagdo do cultivo de embrides bubalinos em meio mSOFaa
suplementado com BSA em 5% de CO, a 38,5° C (Galli et al., 2001). O melhor estagio para criopreservacgdo € o
de blastocisto a blastocisto expandido, que é caracterizado por alta atividade metabodlica (codigo 6 ou 7, de
acordo com o manual da IETS). Nesses estagios, ¢ possivel avaliar a presenca, a qualidade e o tamanho da massa
celular interna (MCI) do embrido em desenvolvimento, aumentando a acuracia da selegdo e classificagdo dos
embrides mais aptos ao congelamento (Galli et al., 2010).

Sexagem de embrides

Os primers-satélite e os primers-especificos do cromossomo Y bovinos foram usados com sucesso em
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ensaios de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) em embrides bubalinos (Rao et al.,, 1993; Manna et al.,
2003). Os PCRs primario (BRY.1), aninhado (BuRYN.1) e multicomplexo (BuRYN.1, ZFX/ ZFY), foram
desenvolvidos para o ensaio de determinagdo do sexo com sucesso, conferindo alta sensibilidade e confiabilidade
ao processo (Appa Rao e Totey, 1999). Dois pares de primers aninhados, alvos para a amplificacdo da regido
SRY conservada de bufalo de pantano, foram designados para a identificacdo do sexo (Fu et al., 2007).
Hirayama e Kageyama (2006) estabeleceram um método de sexagem rapida de embrides de bufalos de agua,
utilizando a amplificacdo isotérmica mediada por loop de 4 a 5 blastdmeros ou 2 fibroblastos.

Criopreservacio de embrides

Tanto o congelamento convencional quanto a vitrificagdo foram utilizados para a criopreservagao de
embrides bubalinos, resultando em gestacdo e nascimento (Galli et al., 1998, 2001; Gasparrini, 2002; Hufana-
Duran et al., 2004; Neglia et al., 2004;). Nandi et al. (2003) demonstraram o efeito do meio de cultura utilizado
sobre a sobrevivéncia e qualidade de blastocistos congelados, onde o meio mSOF foi superior ao sistema de co-
cultura (TM199 suplementado com 10% de soro e monocamada de células do oviduto). Liang et al. (2008), ao
estudarem o uso de sémen sexado na producdo de embrides, relataram uma taxa de gestagcdo variando de 11 a
15% com a congelagdo de embrides convencional, resultado proximo a metade do obtido com os mesmos
embrides transferidos a fresco. Em outro estudo, utilizando-se cultura com oviduto de ovelha, foi obtida uma
taxa de gestacdo de 33% (Galli et al., 1998). Mais recentemente, a taxa de sobrevivéncia ap6s a descongelagdo e
cultura de varios lotes de embrides congelados em protocolo de congelamento lento em 1,5M de etileno glicol
foi alta (81 e 88% em 24 e 48 horas, respectivamente).

A vitrifica¢do de embrides foi proposta como a melhor opgdo para os embrides que ndo apresentam boa
performance no protocolo de refrigeragdo lenta, especialmente para os embrides com alto conteudo lipidico,
como os bubalinos. No entanto, tanto a sobrevivéncia in vitro poés-descongelacdo quanto a taxa de gestagdo apos
a transferéncia ndo diferem do congelamento convencional. Os dados publicados incluem a sobrevivéncia de
aproximadamente 89% (Laowtammathron et al., 2005), 40-52% de taxa de incubagdo pods-descongelagdo
(Manjunatha et al., 2008; 2009a), 16% de taxa de gestagdo e 11% de taxa de nascimento (Hufana-Duran et al.,
2004). O tratamento com citocalasina B e estabilizag@o do citoesqueleto de embrides bubalinos antes e durante a
vitrificagdo aumentou sua competéncia de desenvolvimento in vitro pods-descongelagdo (Manjunatha et al.,
2009Db).

Transferéncia de embrides e gestacio

A taxa de gestagdo varia conforme a literatura. Ha relato de taxa de nascimento de 15-34% apoés a
transferéncia de dois embrides de rio ou embrides de rio e pantano em receptoras sincronizadas (Liang e Zhang,
2007), enquanto uma taxa de 15% foi obtida com embrides congelados ¢ descongelados (Liang et al., 2008).

Hoje, o protocolo mais usado para sincronizagao de receptoras ¢ o Ov-synch, que dispensa a detecg¢do
de cio. No entanto, resultados melhores com o Ov-synch foram obtidos quando havia atividade ovariana. A
combinagdo deste protocolo com CIDR pode contornar esta limitagio (De Rensis et al., 2005). Na India, a
eficacia da OPU combinada com PIV foi maior durante o auge da estagdo reprodutiva (Manjunatha et al.,
2009c).

Transferéncia de nicleo de células somaticas (SCNT)

A SCNT possibilita a multiplicagdo rapida de individuos de genética superior, a fim de acelerar a
disseminag@o de genotipos selecionados, preservar recursos genéticos pela formagdo de um banco de células
somaticas e preservar espécies ameagadas (Loi et al., 2007). H4 um grande empenho na pesquisa desta técnica
em bubalinos. Os primeiros experimentos datam de 1999 (Parnpai et al., 1999). Diferentes fontes de células
somaticas ja foram utilizadas, dentre elas os blastocistos de fibroblastos fetais (Kitiyanant et al., 2001; Saikhun et
al., 2004; Meena ¢ Das, 2006; Simon et al., 2006), fibroblastos adultos (Lu et al., 2005; Shah et al., 2008),
fibroblastos fetal, neonatal e adulto, e células do cumulus (Shah et al., 2009). Foi relatada uma taxa de
desenvolvimento de blastocisto de 21-39% para embrides TN derivados de fibroblastos fetais bubalinos
(Kitiyanant et al., 2001; Saikhun et al., 2004). Os fibroblastos fetais e neonatais derivados de blastocistos TN sdo
aptos a implantar e estabelecer gestagdes (Shah et al., 2009). O sistema de micromanipulagdo ¢ requerido tanto
na clonagem convencional quanto na feita & mao (Shah et al., 2008).

O nascimento do primeiro bufalo clonado foi relatado na China em 2007 (Shi et al., 2007), dos trés
partos relatados, somente um bezerro sobreviveu ao periodo perinatal e se desenvolveu até a maioridade.
Nenhum caso de sindrome do bezerro gigante (LOS) foi observado nas gestagdes apés SCNT. Ja as perdas de
gestacdo e mortalidade perinatal foram tdo altas quanto em outras espécies de ruminantes.

Um meio possivel de superar o nimero limitado de odcitos viaveis para SCNT ¢ a utilizagdo de odcitos
bovinos enucleados, que sdo disponiveis em maior quantidade. O nucleo de células somaticas oriundas de
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fibroblastos fetais bubalinos foi reprogramado com sucesso apds a transferéncia para odcitos bovinos
enucleados, resultando na produg@o de blastocistos clonados de bufalos (Saikhun et al., 2002). No entanto, o
numero de células de blastocistos TN interespécies ¢ menor (Kitiyanant et al., 2001). Em outro estudo, embrides
reconstruidos com TN interespécie de fibroblastos adultos bubalinos em odcitos de bufalas e vacas
demonstraram que os citoplastos bovinos podem direcionar o desenvolvimento embrionario mais efetivamente
que os citoplastos bubalinos (Lu et al.,, 2005). Em outro estudo, Galli et al. (2010) observaram que o
desenvolvimento de nucleos de células somaticas bubalinas em citoplastos bovinos foi pior, indicando que ha
somente uma reprogramagao parcial do nucleo.

Consideracdes finais

As biotecnologias da reprodugdo em bubalinos estdo sendo desenvolvidas simultaneamente aquelas em
bovinos. No entanto, a eficiéncia de varias delas ainda é baixa e de mais dificil implementagdo, devido as
diferencas bioldgicas, produtivas e do ambiente técnico. Muitas dificuldades provém de origem genética, devido
a baixa pressdo por caracteristicas como fertilidade, sazonalidade, tolerdncia a manipulacdo dos gametas e
criopreservacao.

A utilizacdo relativamente baixa da inseminagdo artificial estd mantendo o nivel de endogamia baixo,
entretanto, limita a velocidade do progresso genético que poderia ser obtido com touros de progénie testada.
Ainda ndo esta claro se as baixas taxas de gestagdo relatadas na literatura apos a transferéncia de embrides a
fresco ou congelados sdo devido a qualidade dos embrides ou as receptoras, que falham em estabelecer ou
manter a gestagdo. A sobrevivéncia de embrides in vitro, mesmo apds o descongelamento, normalmente é bem
alta, assim como as perdas de gestacdo apos a transferéncia de embrides. O advento do genoma, para integrar ou
substituir os testes de progénie em programas reprodutivos, vai requerer um uso mais intenso das biotecnologias
de embrides a fim de gerar mais embrides (genétipos), possibilitando a oportunidade de escolher e também
explorar os poucos genotipos de alto mérito selecionados.
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