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Resumo

A producdo de bufalos esta se expandindo na Amazoénia, sendo assim o uso de biotecnologias reprodutivas em
programas de melhoramento genético tornou-se uma estratégia para melhorar a produtividade dos rebanhos sem a
necessidade de aumentar as areas de pastagens. A Producdo In Vitro de Embrides (PIVE) é uma das biotecnologias
disponiveis, a qual é contiuamente aperfeicoada através da pesquisa de novos componentes para os meios de cultivo
e da pesquisa de protocolos espécie especificos que resultem em maior nimero de embrides de boa qualidade.
Contudo, a falta de informagdes sobre os requerimentos metabolicos de gametas e embrides tém dificultado a
consolidacdo de protocolos de PIVE especificos para bufalos. Neste artigo discutimos as abordagens
transcriptomicas que estdo ajudando a preencher esta falta de informagdes, as limitagdes destas abordagens e os
topicos de pesquisa que ainda precisam ser investigados em bufalos.

Palavras-chave: PIVE, bufalos, transcriptomas, RNA-seq.
Abstract

Buffalo production is expanding in the Amazon region therefore the use of reproductive biotechnologies in
breeding programs became a strategy to improve the herd productivity without a need for increasing pasture areas.
In Vitro Production (IVP) is one of the available biotechnologies, which is continuously being improved through the
research of novel components of culture media and the research of specie-specific protocols to obtain an increased
number of good quality embryos. However, the lack of information about the metabolic requirements of gametes
and embryos have delayed the consolidation of buffalo’s IVP specific protocols. Herein, we discussed the
transcriptomic approaches that are helping to fill the lack of information, the limitations of these approaches and
the research topics that still needs further investigations in buffaloes.

Keywords: IVP, buffaloes, transcriptomes, RNA-seq.
Introducao

E do conhecimento geral que os bufalos sdo animais rusticos, de facil adaptagdo ao terreno e condigdes
climaticas, atualmente habitando em varias partes do planeta. O Brasil é o pais com o maior rebanho comercial de
bufalos, particularmente concentrado na regido da Amazonia legal. Por isso, hoje se busca cada vez mais realizar a
selecdo e melhoramento genético da espécie (Marcondes, 2011). No contexto dos programas de melhoramento
genético, as biotecnologias reprodutivas sdo muito importantes, pois sdo ferramentas que auxiliam na multiplicagio
de animais com caracteristicas genéticas desejaveis (Baruselli et al., 2013). Logo, desenvolver e aprimorar as
biotecnologias para a espécie bubalina tem se tornado uma area de pesquisa muito prolifera.

Das biotecnologias reprodutivas, a produgao in vitro de embrido (PIVE) tem se mostrado promissora para a
multiplicagdo de rebanhos bubalinos (Galli et al., 2014), porém apresenta limita¢des relacionadas a qualidade dos
gametas e embrides produzidos. Para mudar esse panorama ¢ essencial conhecer o funcionamento dos gametas e
embrides dessa espécie. A perspectiva atual é que estes avangos sejam alcancados gradativamente através das
analises de transcriptomas, a exemplo dos avangos realizados em espécies domésticas relacionadas como os bovinos
(Jiang et al., 2014; Kropp ¢ Khatib, 2015; Gilchrist et al., 2016; Macaulay et al., 2016; Milazzotto et al., 2016). A
seguir, revisaremos a bubalinocultura na Amazoénia, os avangos alcangados na PIVE de bufalos e, por fim, as
perspectivas futuras para o desenvolvimento desta biotecnologia na espécie.
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A importincia da bubalinocultura na Amazénia

A Amazbnia ¢ considerada um dos grandes patrimdnios da humanidade, pois concentra grande
biodiversidade de espécies vegetais, animais e formas de vida microscopicas. No entanto, este patrimonio esta
constantemente ameacado pela implantacdo de grandes projetos governamentais e pela expansdo da inddstria
madeireira e agropecudria. Por causa disso, existe grande discuss@o sobre politicas de desenvolvimento sustentavel
na Amazdnia como uma forma de equilibrar a constante ameaca a biodiversidade e a necessidade de
desenvolvimento econdmico e social que a inddstria e os grandes projetos representam (ICMBio, 2017).

A regido da Amazodnia legal, por deter 74,3% (704.758) do efetivo nacional de bubalinos (948.103), tem
um papel importante na producao de bufalos (CensoAgro, IBGE, 2017). No entanto, o bufalo na Amazonia pode ser
visto sob dois pontos de vista. O ponto de vista majoritariamente econdmico, do criador com fazendas de médio e
grande porte para o qual ha o interesse zootécnico de multiplicar os rebanhos e aumentar sua produtividade, e o
ponto de vista social, do caboclo ribeirinho dependente, muitas vezes, exclusivamente da agricultura familiar para
obtengdo de alimento, para quem o bufalo ¢ a fonte de proteina animal, pois ¢ um animal de excelente adaptagdo as
condigdes de floresta (Pereira et al., 2007; Lourengo Jr ¢ Garcia, 2008).

Em vista da importancia econdmica e social do bufalo na Amazodnia, existe a necessidade de inserir a
criagdo do bufalo dentro de estratégias de desenvolvimento sustentavel para a Amazonia. Uma forma de viabilizar a
expansdo dos rebanhos de forma sustentavel é o emprego de biotecnologias da reprodugdo com capacidade de
multiplicar a produtividade dos rebanhos sem, necessariamente, aumentar as areas de pastagens, diminuindo as areas
de desmatamento e a0 mesmo tempo tornando a regido mais competitiva junto a pecuaria nacional e internacional.

Dentre as biotecnologias aplicadas a reproducao de bubalinos, podemos citar a inseminagao artificial (IA),
a superovulacdo com transferéncia de embrides (MOET) e a produgdo in vitro de embrides (PIVE), sendo que,
atualmente, a PIVE ¢ considerada a mais promissora para aumentar a eficiéncia reprodutiva de bufalos (Galli et al.,
2014). Todas essas biotecnologias enfrentam limitagdes diferentes, mas todas compartilham da necessidade de
aprimorar os protocolos para a espécie bubalina, o que requer o conhecimento prévio da fisiologia do animal e do
comportamento dos gametas e embrides produzidos in vivo e in vitro (Ohashi et al., 2006, Gasparrini et al., 2014).

Avangos e perspectivas na PIVE em bubalinos

A PIVE tem o principal objetivo de promover a multiplicagdo mais rapida de genotipos zootecnicamente
superiores com maior produtividade, pois a cada vez que é realizada pode resultar na produgdo de 50 a 100
embrides/fémea/ano e no nascimento de 25 a 50 bezerros/vaca/ano, se considerarmos taxa de prenhez de 50%
(Varago et al., 2008), sendo assim encurta o tempo de geragdo nos rebanhos (Figura 1). No Brasil, ¢ a biotécnica
mais empregada para acelerar a reprodugdo de espécies domésticas com interesse zootécnico (Viana et al., 2010).
Em bovinos, é considerada consolidada, enquanto que em bufalos ainda se apresenta como uma alternativa
promissora para melhorar a producdo dos rebanhos (Varago et al., 2008; Galli et al., 2014).

Sendo duas espécies relacionadas, os protocolos de PIVE em bubalinos sdo em grande parte baseados nos
protocolos desenvolvidos para bovinos (Neglia et al., 2003; Di Francesco et al., 2011, 2012; Ohashi ef al., 2017).
Estes protocolos proporcionam, em bovinos, taxas de blastocisto de 42 a 58% (Costa et al., 2013; Santana et al.,
2014a; Santana et al., 2014b; Santana et al., 2016). Em bubalinos, contudo, as taxas variam de 13 a 38% (Singhal et
al., 2009; Suresh et al., 2009; Di Francesco et al., 2011; Elamaran et al., 2012; Kumar et al., 2012; Gasparrini et al.
2014; Ferraz et al., 2015; Ohashi et al., 2017). Para comparagdo, a Tabela 1 demonstra as taxas de blastocisto como
medida de eficiéncia da PIVE, nas duas espécies.

A baixa eficiéncia na PIVE em bubalinos tem sido relacionada, entre outros fatores, a baixa quantidade e
qualidade dos odcitos obtidos ¢ dos embrides produzidos in vitro indicando a necessidade de aprimorar tais etapas
(Ohashi et al., 2017). Uma das medidas adotadas tém sido a elaboracdo de meios de cultivo especificos para as
demandas de maturag@o oocitaria, capacitagdo espermatica e cultivo in vitro dos embrides bubalinos (Ohashi et al.,
2006; Suresh et al., 2009). Por isso, em bufalos, continuam as investigagdes de novos componentes para os meios de
cultivo in vitro tendo em vista aperfeicoar cada etapa da PIVE nesta espécie (Figura 2).

Aprimorar os meios de cultivo ndo tem alcangado tanto sucesso, pois as demandas metabdlicas especificas
dos gametas e embrides bubalinos sdo ainda desconhecidas, embora estudos de expressdo génica indiquem sua
existéncia (Kandil et al., 2010; Abdoon et al., 2012; Kumar et al., 2013). Na maturagdo oocitaria de btfalos, meio
suplementado com os horménios eCG, hCG e estradiol por periodo de incubacdo de 23 a 25 horas resultou em taxa
de maturagdo nuclear de 90,9% (Santos et al., 2002). Posteriormente, a adigdo de fatores de crescimento IGF, EGF e
antioxidante cisteamina ndo aumentou a taxa de maturacdo (90,4%), porém aumentou a taxa de blastocistos obtidos
em cerca de 19,8% (33% versus 13% do grupo controle; taxas calculadas em relagdo ao nimero total de odcitos)
(Singhal et al., 2009). Contudo, estudos mais recentes ndo obtiveram taxas de maturagdo nuclear semelhantes aos
estudos anteriores, ao testar a adicdo de melatonina 250 uM (69,7%) e L-carnitina 2,5 mM (72,9%) na MIV de
bufalos (Nagina et al., 2016; Xu et al., 2018).

Segundo Kumar et al. (2012; 2013), uma alta concentragao de glicose de 5,6 mM durante todas as etapas da
PIVE proporcionou taxa de blastocisto de 21,7% em bufalos, o que ndo foi superior & média mundial de 22%
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reportada por Suresh et al. (2009). Ja a cisteamina adicionada a MIV e CIV de bufalos rendeu taxa de 25%, aumento
de 6% comparado ao grupo controle (Elamaran et al., 2012). Portanto, observa-se que gradativamente novos
suplementos sdo testados nos meios de cultivo e ocasionalmente, resultam em melhores taxas de desenvolvimento
embriondrio, como parece ser o caso dos fatores de crescimento, hormdnios e antioxidantes citados. Contudo, os
efeitos das suplementagdes sobre os aspectos moleculares da qualidade embrionaria sdo desconhecidos pois, no caso
de bufalos, ndo ha estudos sobre o perfil de expressao global de gametas e embrides in vivo.

Neste contexto, estudos para compreender os aspectos moleculares do metabolismo dos gametas e embrides
bubalinos seriam muito uteis para incrementar a eficiéncia da PIVE na espécie. Por isso, os transcriptomas de
gametas, embrides e células da granulosa de bubalinos podem ser uma abordagem promissora, pois t€m sido
amplamente empregados em outras espécies como os bovinos (Graf et al., 2014; Kropp and Khatib, 2015; Gilchrist
etal., 2016; Mazzoni et al., 2017).
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Figura 1. Uso da PIVE para a multiplicagdo mais rapida de gendtipos zootecnicamente superiores. A sele¢do dos
progenitores ¢ realizada com base em suas caracteristicas genéticas, como por exemplo, maior produtividade de
carne ou leite. Os gametas sdo obtidos e utilizados para a produgdo in vitro de embrides, gerando blastocistos que
podem ser transferidos para fémeas receptoras. Como resultado ocorre o nascimento de prole com caracteristicas
genéticas selecionadas.
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Tabela 1. Comparacdo das taxas de blastocisto em bovinos e bubalinos.

Referéncias Espécie Taxa de Blastocisto*  Desvio Padrdo
Costaetal., 2013 42.4 9.9
Santana et al., 2014b Bovinos 50.8 4.1
Santana et al., 2014a 49.4 4.8
Santana et al., 2016 58.8 2.5
Singhal et al., 2009 13.5 -
Suresh et al., 2009 22.1 2.1
Di Francesco et al., 2011 22.6 5.4
Elamaran et al., 2012 Bubalinos 18.7 -
Kumar et al., 2012 15.4 2.2
Gasparrini et al., 2014 16.7 8.6
Ferraz et al., 2015 18.9 10.9
Ohashi et al., 2017 38.6 18.1

*Taxas de blastocisto dos grupos controle. Calculadas com base no nimero total de o6citos.
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MATURACAO FECUNDACAO CULTIVO IN VITRO

Blastocyst

Fertilization

Figura 2. Etapas da PIVE. Cada etapa mimetiza as condi¢des do ambiente in vivo correspondente. A maturagdo in
vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) tentam reproduzir as condigdes do foliculo ovariano,
da tuba uterina e endométrio, respectivamente.

O estudo dos transcriptomas em gametas e embrides de bifalos

O conjunto de transcritos, ou transcriptoma, pode gerar informacdes sobre o metabolismo e funcionamento
celular e podem ser gerados pelo uso de tecnologias de hibridizagdo (microarranjos) e de Sequenciamento de
Proxima Geragdo de RNA, RNA-seq (Wang et al., 2009). Recentemente, o genoma do bufalo (Bubalus bubalis) foi
sequenciado (Williams et al., 2017), entretanto nfo ha, até o momento, um microarranjo especifico para os
embrides. Desta forma, microarranjos construidos para bovinos sdo usados para analisar o perfil de expressdo génica
de odcitos e embrides de bufalo (Kandil et al., 2010; Strazzullo et al., 2014). Esta técnica ¢ chamada de hibridizagédo
heter6loga, pois as sondas que compde o chip sdo desenhadas com base no genoma de uma espécie estreitamente
relacionada. Embora seja uma alternativa valida, a hibridizacao heterdloga tem limitagdes importantes pois deixa de
detectar transcritos raros e novas variantes génicas (Pariset et al., 2009).

Comparado a tecnologia de microarranjo, o RNA-seq apresenta vantagens como a detec¢ao de genes pouco
expressos e detec¢do de novas variantes genéticas (Huang e Khatib, 2010; Dyck et al., 2014). Portanto, o RNA-seq
pode ser empregado para catalogar mRNAs e RNAs ndo codificantes, inferir eventos de splicing alternativo,
identificar novos genes, analisar a expressdo diferencial e para estudos de redes de co-expressdao (Han et al., 2015).
Particularmente na area da reprodugdo em animais domésticos, o principal uso de RNA-seq tem sido analisar a
expressdo diferencial em oocitos e embrides, a fim de investigar aspectos moleculares dos eventos de maturagdo
oocitaria (Kropp et al., 2014; Reyes et al., 2015; Gilchrist et al., 2016; Macaulay et al., 2016) e desenvolvimento
embrionario pré-implantacional (Driver et al., 2012; Chitwood et al., 2013; Xue et al., 2013; Graf et al., 2014; Kropp
e Khatib, 2015; Milazzotto et al., 2016).

Contudo, até o momento, ndo ha publicacdes sobre o RNA-seq de gametas e embrides de bufalo para
investigar os aspectos moleculares e requerimentos metabdlicos durante a maturagdo oocitaria e desenvolvimento
embriondrio nesta espécie. Além disso, ha poucos estudos sobre o transcriptoma de gametas e embrides pré-
implantacionais, sendo que todos utilizaram a técnica de microarranjo heterélogo (Kandil et al., 2010; Abdoon et al.,
2012; Strazzullo et al., 2014). Kandil et al. (2010) compararam a expressdo diferencial de oocitos imaturos versus
maturados in vitro de bufalo e detectou 104 transcritos expressos diferencialmente. Em bovinos, o RNA-seq
identificou 2.455 genes diferencialmente expressos em oocitos imaturos comparados com os maturados in vitro
(Reyes et al., 2015). Esta enorme diferenca entre os estudos ¢ possivelmente relacionada as técnicas utilizadas, visto
que bovinos e bubalinos apresentaram nimeros similares de genes codificadores de proteinas em seus genomas
(19.994 ¢ 21.711, respectivamente).

Os demais estudos em bufalos, usando microarranjo heterélogo, foram realizados por Abdoon et al. (2012)
comparando embrides produzidos in vitro e embrides partenogenéticos, enquanto que Strazzullo et al. (2014)
compararam embrides com 25 dias de desenvolvimento de crescimento lento e rapido. Portanto, a literatura carece
de estudos mais precisos sobre os perfis transcriptdmicos de gametas e embrides bubalinos produzidos in vivo ¢ in
vitro de bufalos que possam embasar o conhecimento sobre os aspectos metabolicos particulares desta espécie.

Usando RNA-seq, os transcriptomas de varias espécies de procariotos e eucariotos tém sido sequenciados,
pois esta abordagem gera grande quantidade de informag&o e permite a quantificag@o de transcritos de alta qualidade
(Scholz et al., 2012). Por outro lado, o fato do RNA-seq gerar uma grande quantidade de dados pode ser visto
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também como uma desvantagem pois aumenta o tempo e esforco na analise de dados, fazendo com que o
microarranjo continue sendo uma alternativa muito util para estudos de quantificacdo da expressdo génica global.

Por meio dos processos ilustrados na figura 3 ¢ possivel analisar milhdes de sequéncias (reads) geradas
pelo RNA-seq e que podem ser feitos com o uso de diversas ferramentas de bioinformatica disponiveis (Steijger et
al., 2013). As principais etapas de processamento do RNA-seq, tendo como objetivo a analise de expressdo
diferencial sdo: 1) filtrar as reads com boa qualidade, 2) alinhar com o genoma de referéncia (abordagem de
montagem com referéncia), 3) a contagem de reads alinhadas com transcritos, 4) conversdo para valores relativos de
expressdo, 5) quantificagdo da expressdo diferencial e 6) etapa de ontologia génica (Conesa et al., 2016).

Em outras palavras, usando RNA-seq a expressdo génica pode ser mensurada através da quantidade de
reads que mapeam em uma dada regido génica. Em seguida, sdo usados métodos estatisticos para normalizar os
niveis de expressdo relativa considerando o tamanho do gene (medido em kilobases), o tamanho da biblioteca
sequenciada (medido em milhdes) (Mortazavi et al., 2008), ou o tamanho ¢ composi¢do da biblioteca (Anders e
Huber, 2010; Love et al., 2014). A tltima etapa do processamento atribui fungdes bioldgicas aos transcritos ¢ ¢
chamada de ontologia génica. Todas estas etapas de processamento tornam a analise dos dados de RNA-seq mais
trabalhosa comparada ao microarranjo, por outro lado com maior precisdo para quantificar transcritos.

Santana et al. A importancia dos estudos transcriptdmicos de gametas e embrides para o avango e consolidagdo da
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Figura 3. As principais etapas de processamento de RNA-seq para analise da expressdo diferencial. A primeira etapa
¢ filtrar as reads com boa qualidade (A), em seguida, ¢ realizado o alinhamento com o genoma de referéncia (B), a
contagem de reads alinhadas com transcritos na referéncia (C), a normalizacdo dos dados de expressdo génica e
quantificacdo da expressdo diferencial (D) e, por fim, a tltima etapa que consiste na analise de ontologia génica (E).

Consideracoes finais

Dada a importancia dos bufalos para o Brasil e Amazonia, ainda hd muito para avancgar no sentido de
melhorar a eficiéncia das biotecnologias da reproducdo para esta espécie. Por isso, ainda hd um grande campo de
atuagdo para os pesquisadores motivados em trabalhar com bufalos, sobretudo, no que trata sobre os aspectos
moleculares dos gametas e embrides pré-implantacionais, que favoreceria sobremaneira a aquisi¢do de
conhecimento para o aprimoramento de biotecnologias da reprodugdo e, particularmente, da PIVE. A exemplo dos
avancos que foram feitos em outras espécies domésticas como os bovinos, varios estudos ainda necessitam ser
conduzidos em bufalos como a geragdo do RNA-seq de gametas e embrides bubalinos produzidos in vivo e in vitro,
o transcriptoma de células da granulosa e da tuba uterina de bufalos, estudos funcionais para investigar marcadores
de qualidade oocitaria e embrionaria e estudos de RNAs ndo codificantes.
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