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Resumo

Informagdes recentes sobre a associagdo de aspectos moleculares e funcionais em bubalinos criaram novas
oportunidades para estudar da regulagdo da reproducdo nesta espécie e seu papel na fisiologia e, consequentemente,
eficiéncia produtiva. Tem sido apontada interagdo de um "coquetel molecular" que opera de modo independente ou
interdependente as fungdes celulares, hormonais e maturacionais relacionadas a fertilidade animal, uma vez que ha
genes cujos padroes de diversidade, mutacdes e polimorfismos estdo diretamente associados as caracteristicas
reprodutivas em bubalinos. Nesta revisdo serdo evidenciadas algumas pesquisas, em sua maioria realizadas com a
espécie bubalina, cujos resultados e consideragdes representam as ideias e paradigmas de varios autores.
Considerando a importancia deste tema, objetiva-se com este manuscrito, descrever alguns mecanismos moleculares
ja conhecidos e especular sobre as perspectivas futuras da pesquisa para encontrar /inks entre a biologia molecular e
a eficiéncia reprodutiva observada no campo.

Palavras-chave: bufalo, reprodug¢do, gene, polimorfismo, biologia molecular.
Abstract

Recent researches on the association of molecular and functional aspects in buffaloes has created new
opportunities to study of reproductive regulation and its role in physiology and, consequently, productive efficiency.
Have been described a "molecular cocktail” that controls independently or interdependently the cellular, hormonal
and maturational functions related to animal fertility, since there are genes whose diversity patterns, mutations and
polymorphisms, are directly associated with reproductive traits in buffaloes. In this review, will be emphasized some
results and considerations that represent the ideas and paradigms of several authors. The aim of this manuscript is
to describe some molecular mechanisms already known and to speculate on the future prospects to find links
between molecular biology and reproductive efficiency observed in the field.

Keywords: buffalo, reproduction, gene, polymorphism, molecular biology
Introducao

Os bubalinos tém sido utilizados como fonte de proteina de origem animal e participado tradicionalmente
da historia da agropecuaria em muitas partes do mundo (Cockrill, 1968; Zhang et al., 2016; FAOSTAT, 2007;
Yindee, 2010). Sio animais encontrados praticamente em todos os continentes, com destaque para o Asiatico (India,
Paquistdo, Taildndia, China e Vietnd), Africano (Egito), Europeu (Italia) e Sul Americano, sendo explorados na
producdo de carne, leite, tracdo animal e produgdo de esterco (Brasil, Argentina, Venezuela, Peru e Colombia) (Fao,
2006; Lourengo Junior e Garcia, 2008; Bernardes, 2011).

Estas caracteristicas t€ém produzido crescente interesse no meio agropecudrio e contribuido com o aumento
do rebanho nacional (média de 5,43% ao ano entre 2006 e 2015) (Brasil, 2016). Sdo animais de alta rusticidade, com
precocidade, longevidade, vida 1til produtiva e reprodutiva de 15 a 20 anos e taxa de natalidade superior a 80%,
com mortalidade inferior a 3% ao ano, além de apresentarem capacidade de adaptacdo as adversidades do meio
ambiente, (Moreira et al., 1994). Porém, em um estudo recente realizado por nosso grupo de pesquisa, foram
detectados intimeros fatores que podem contribuir com variagdes no desempenho e afetar a cadeia produtiva da
bubalinocultura (Santos et al., 2016).

As variagdes nas caracteristicas reprodutivas e produtivas sdo expressoes resultantes de fatores genéticos e
ambientais. Em geral as causas genéticas tém, individualmente, menor influéncia em comparagido aos fatores
ambientais, incluindo-se o clima, manejo, nutri¢ao e doengas.

Existem trabalhos em diferentes paises (Obi Reddy et al.,1987; Shah et al., 1990; Zicarelli, 1994)
demonstrando que a eficiéncia reprodutiva de bubalinos ¢ mais influenciada por fatores ambientais do que genéticos.
Porém, informacdes recentes sobre a associagdo de aspectos moleculares e funcionais em bubalinos (Shashikumar et
al., 2018) e outros ruminantes (Ferrazza et al., 2017; Kamalludin et al., 2018), criaram oportunidades para estudar
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um nivel adicional de regulagdo da reproducdo nestas espécies e seu importante papel na fisiologia e,
consequentemente, eficiéncia produtiva. Finalmente, objetiva-se neste manuscrito, descrever alguns mecanismos
moleculares ja conhecidos e especular sobre as perspectivas futuras da pesquisa para encontrar /inks entre a biologia
molecular e a eficiéncia reprodutiva observada no campo.

Controle enddcrino “classico” da reproducio em bubalinos

Os parametros enddcrinos reprodutivos para todos os hormoénios envolvidos no eixo hipotadlamo-hipofise-
gonadal durante a atividade ovariana ciclica em bufalas sdo muito semelhantes aos dos bovinos (Terzano et al.,
2012), além das semelhancas na anatomia e fisiologia geral entre as duas espécies (Drost, 2007).

Vérios hormdnios controlam o ciclo estral, os quais podem ser hipotalamicos, como o hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) (Roch et al., 2010), hipofisarios como horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH) (Bergfelt et al., 2000; Luo et al., 2010), ovarianos como progesterona (P4), estradiol (E2) ¢ inibina
(Ginther et al., 2000a; b; Forde et al., 2010) e uterinos como a prostaglandina F2a (PGF2a) (Arosh et al., 2004).

Inicialmente, o FSH estimula a emergéncia ¢ o crescimento comum de todos os foliculos (Borghese, 2005;
Ginther et al. 2000a). A inibina é o supressor primario inicial do FSH, comec¢ando quando cada foliculo atinge em
média 5 mm (Gibbons et al., 1997). Os foliculos maiores sdo selecionados ¢ passam a produzir estradiol a partir de
substratos androgénicos provenientes das células da teca (Driancourt, 1991). Literalmente, a selecdo inibe os
foliculos menores (FSH-dependentes), tornando-os subordinados e permitindo ao foliculo dominante, LH-
dependente, continuar a se desenvolver, enquanto os subordinados diminuem em sua taxa de crescimento (Ginther et
al. 2016) devido as concentragdes decrescentes de FSH mediadas pela inibina, E2 e LH (Bergfelt et al., 2000;
Ginther et al., 1999; 2000a; b). Sob este status hormonal, o recrutamento de um novo grupo de foliculos antrais ¢é
inibido (Hodgen, 1982).

A atresia do foliculo dominante ocorre quando ha presenca de um corpo liteo ativo no ovario, com ampla
producdo de progesterona. A progesterona exerce um efeito de retroalimentagdo (feedback) negativo sobre o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, reduzindo a amplitude ¢ a frequéncia dos pulsos de LH, o que inviabiliza os
processos de maturagdo final do foliculo e ovula¢do (Lucy et al., 1992; Savio et al.,1993; Ginther et al., 1996).
Quando o crescimento folicular coincide com a lutedlise, quantidades crescentes de estradiol sdo liberadas pelo
foliculo dominante, exercendo feedback positivo sobre o hipotalamo, que altera o padrao de secre¢do de GnRH. Este
horménio estimula a hipéfise a liberar o pico pré-ovulatorio de LH e a consequente ovulagdo (Moioli et al., 1998).

Uma peculiaridade dos bubalinos em relagdo aos bovinos, é que os bubalinos sdo poliéstricos sazonais
fotoperiodicos de dias curtos, ou seja, os horménios sexuais sdo sintetizados ¢ liberados através do eixo
hipotalamico-hipofisario de acordo com as variagdes de luminosidade didria ao longo do ano (Bittman et al., 1985;
Malpaux et al., 2001, Phogat et al., 2016). A informagdo fotoperiodica se processa por meio de uma complexa via
nervosa e endocrina para modular a atividade reprodutiva. A informagdo da luz captada na retina ¢ enviada via
sensorial nervosa aferente e transformada em sinal enddcrino pela glandula pineal que modula a secre¢do de
melatonina (Phogat et al, 2016). Portanto, o hormonio melatonina mostra ter papel fundamental sobre a liberagdo de
GnRH hipotalamico nesta espécie.

A rota pela qual a melatonina atua na ativagdo do eixo reprodutivo em mamiferos ¢ mais recentemente
conhecida como “via retrégrada”, na qual, a durag@o do sinal de melatonina de origem pineal codifica a duracdo da
noite e regula a secrecdo de tireotrofina (TSH) pela pars tuberalis da hipdfise anterior. Por sua vez, o TSH se liga
em receptores nas células ependimarias que revestem a regido do hipotdlamo responsavel pela sintese e liberagdo de
GnRH, regulando a expressdo de desiodase e codificando a enzima ativadora do hormonio tireoidiano que converte
a tiroxina (T4) para triiodotironina (T3) bioativo que, subsequentemente, afeta a secre¢do do GnRH dos terminais
axonais (Ikegami e Yoshimura, 2012; 2016; Yoshimura, 2013; Shinomiya et al., 2014; Korf, 2018), bem como a
secregdo das gonadotrofinas e a regulagdo sazonal da atividade ovariana de bufalas (Zicarelli, 1997).

Controle molecular da reproducio em bubalinos

Segundo Yindee (2010), além de revelar a historia genética dos bubalinos, os estudos em nivel molecular
também produzem implicagdes diretas no manejo genético. Para Sosa et al. (2016a,b; 2017), o estudo dos
polimorfismos em genes de interesse na reprodug@o revela sua importancia como genes candidatos a marcadores
para fertilidade em populagdes bubalinas. Contudo, para muitos autores, aparentemente ainda ndo ha evidéncias
substanciais de que determinados genes possam atuar isoladamente na determinacdo da fertilidade, mas sim em
conjunto, apoiados por pesquisas que apontam a interacdo de um "coquetel molecular" que opera tanto localmente
quanto em outras areas ¢ sistemas do organismo (Korf, 2018; Pfeffer et al., 2018; Shashikumar et al., 2018).

Seguindo este preceito, evidenciaremos algumas pesquisas, em sua maioria realizadas com a espécie
bubalina, cujos resultados ¢ consideragdes representam as ideias e paradigmas de varios outros autores, em
diferentes espécies.

Um estudo realizado na India com fémeas bubalinas da raga Murrah (Bubalus bubalis) em diferentes fases
do ciclo estral revelou, a partir de um universo de 1.515 proteinas detectadas na saliva, que somente 74 foram
comuns a todas as fases do ciclo estral, enquanto outras 31, 62, 32 e 104 foram encontradas especificamente no
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proestro, estro, metaestro e diestro, respectivamente. Ao realizar agrupamentos por ontologia génica e categorizar
proteinas especificas com base na (i) fungdo molecular, (ii) influéncia sobre os processos bioldgicos e (iii) local em
que se expressou dentro da célula, os autores demonstraram claramente que, na fase de estro, foi expresso um
namero maior de proteinas ligadoras ou cataliticas, em comparagdo com outros estagios do ciclo estral. Estas
proteinas podem estar envolvidas no apoio ao crescimento folicular, maturagdo do oocito e processo de ovulagio
(Shashikumar et al., 2018).

A maioria dos clusters génicos possui perfis funcionais que os separam claramente dos demais clusters,
indicando que pode haver homologia funcional. Ap6s a administracdo de E2, P4 ou E2+P4 em fémeas bovinas
ovariectomizadas, os clusters responsivos ao E2 mostraram uma clara dominancia de fungdes relacionadas ao ciclo
celular, morfogénese e diferenciagdo (Shimizu et al., 2010). Neste mesmo estudo, o agrupamento de genes
diferencialmente expressos permitiu a identificacdo e separagdo em padrdes distintos de resposta hormonal, que
puderam ser classificados em a¢des hormonais independentes e interdependentes. As inter-relacdes coordenadas,
“proteina a proteina”, fundamentam a ideia de que a reprodug@o, bem como outras fungdes no organismo, esta sob o
controle conjunto de um “coquetel molecular” expresso sob diferentes aspectos, tanto genéticos quanto fisiologicos
e ambientais.

Um outro aspecto importante a ser discutido é que, a partir de analises filogenéticas baseadas no
sequenciamento de dados moleculares, evidenciou-se grande diversidade de genes, muta¢des e polimorfismos
linhagem-especificos em diferentes racas de bubalinos (Zhang et al., 2016) e de outros mamiferos domésticos
(Groeneveld et al., 2010; Wiener e Wilkinson, 2011). Isto abre uma gama de possibilidades, uma vez que ha genes
cujos padrdes de polimorfismo estdo diretamente associados as caracteristicas reprodutivas e de fertilidade em
bubalinos (Sosa et al., 2017).

O aprimoramento das técnicas de biologia molecular facilitou o reconhecimento de marcadores moleculares
relacionados as caracteristicas de importincia biolégica e econdmica em animais (Margawati, 2012). Em uma
sequéncia de estudos realizada com bufalos no Egito, foram estudados os padrdes de polimorfismo nos genes FSH,
GnRHR e LHR, os quais revelaram que a frequéncia do padrao I para o gene FSHf entre animais férteis e inférteis
foi de 78,10% e 21,87%, respectivamente, concluindo que este gene ¢ polimorfico e pode ser usado como marcador
para fertilidade em bufalos (Sosa et al., 2017). Ja o gene para receptor de LH (LHR) revelou-se com padrdo
monomorfico, ndo estando associado com o carater fertilidade, tanto em fémeas quanto em machos (Reen et al.,
2018; Kathiravan et al., 2018; Sosa et al., 2016a). Sabendo que 0 GnRH ¢é o hormonio-chave que controla as fungdes
reprodutivas em nivel neuronal (Yeo, 2013), Sosa et al., (2016b) também revelaram polimorfismo no gene de seu
receptor (GnRHR) e que o padrido III (CC) foi exibido com uma incidéncia de 100% em animais inférteis, com
distarbios ovarianos.

Esses resultados sugerem haver confiabilidade na técnica de Polimorfismo de Conformagdo de Filamento
Unico (SSCP) quanto a sua acuréacia na detecgio de gendtipos associados & baixa ou alta fertilidade em bubalinos,
bem como em informagdes precisas que norteiam a selegdo de importantes caracteristicas economicas, tais como
produgdo, reproducdo e crescimento. Contudo, a variabilidade genética nas populagdes ou ragas estudadas pode ser
determinante na ocorréncia de padrdes genéticos mono ou polimorficos, tal qual hipotetizaram Ishak et al. (2011),
ao detectarem que o gene FSHP era monainfico em bovinos da raca  Bali e polimérfico em outras ragas como
Brahman, Simental e Limousin.

Controle molecular da sazonalidade reprodutiva em bubalinos

Nos mamiferos, a informagao luminosa ¢é recebida por fotorreceptores na retina e transmitida por via neural
a glandula pineal, onde inibe a sintese e secre¢do de melatonina (Nishiwaki-Ohkawa e Yoshimura, 2016). O padrdao
de secrecdo de melatonina fornece estas informacdes fotoperiodicas para células dentro do cérebro que possuem os
receptores especificos e controlam a fungdo reprodutiva de modo sazonal (Migaud et al., 2005).

O link entre a melatonina e a ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal passa por uma via
conhecida como “sinal retrogrado”, envolvendo a ligagdo da melatonina a seus receptores (MTNR1A) localizados
na Pars tuberalis da hipofise (Dupré et al., 2008), seguida da liberagdo de tireotrofina (TSH) (Joseph-Bravo et al.,
2015) e sua subsequente atuacdo por via “retrograda” nas células ependimarias hipotaldmicas, nas quais regula
localmente a concentragao de triiodotironina (T3), que finalmente afeta a secrecdo de GnRH dos terminais axénicos
(Korf, 2018), por meio de alteragdes morfoldgicas dindmicas tanto nestes terminais neuronais quanto nos terminais
gliais (Shinomiya et al., 2014; Yamamura et al., 2004).

Tem sido descrito que a sensibilidade individual de bubalinos ao fotoperiodo é devida ao genotipo do
MTNRIA. Carcangiu et al. (2011) detectaram polimorfismos no gene MTNR1A em bufalos da raga Mediterraneo
criados na Italia, com diferengas nos padrdes de sazonalidade, sendo que animais com genétipo C/C apresentaram
pico de acasalamentos entre outubro e novembro, enquanto que naqueles com gendtipo T/T o pico de acasalamento
foi registrado entre maio e julho, levando os autores a concluirem que o polimorfismo pode ser considerado um
marcador genético para identificar individuos capazes de se reproduzir em diferentes épocas do ano.

Em outra pesquisa realizada no sudeste do Brasil com fémeas da raga Murrah, foi confirmada a existéncia
de polimorfismo no gene MTRNI1A, porém sem evidéncia de correlagdo direta com caracteristicas reprodutivas,
apenas com a porcentagem de proteina no leite (Zetouni et al., 2014). Ja na amazdnia equatorial brasileira, Barbosa
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et al. (2017) verificaram que os partos se concentraram entre os meses de abril e agosto, ¢ novamente ndo foram
detectadas associagdes entre os gen6tipos do MTRNIA e os periodos de picos de acasalamento e partos. Assim,
mesmo tendo sido observados polimorfismos e diferengas nas frequéncias alélicas e genotipicas do MTRNI1A, tanto
nas populacdes brasileiras como europeias, no Brasil, o gene do receptor de melatonina ainda nido pdde ser usado
para selecdo ¢ melhoramento genético, apenas como um excelente marcador para estudos genéticos populacionais
(Barbosa et al., 2016).

Consideracoes finais

O conjunto de estudos aqui apresentados apontam a interagdo de um "coquetel molecular”" que opera a
atividade reprodutiva em bubalinos, e que muitas destas moléculas sdo especificamente expressas para modular de
modo independente ou interdependente as func¢des celulares, hormonais e maturacionais relacionadas a fertilidade
animal. Contudo, ainda ha grandes desafios a serem superados para que se possa elucidar a complexa rede de
interagdes genéticas, bioldgicas e ambientais que coordenam estrutural e funcionalmente a reproducdo tanto na
espécie bubalina quanto em outros animais de interesse zootécnico. Portanto, o futuro das biociéncias aplicadas a
produgdo animal se encontra nas méos de grupos de pesquisadores colaborativos, estruturados ¢ multidisciplinares
para que, em um futuro préoximo, as novas tecnologias e suas interpretagdes permitam uma compreensdo mais
completa de tais fendmenos, objetivando apresentar alternativas para a melhoria do desempenho produtivo e
reprodutivo dos rebanhos.
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