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Resumo

O elevado numero de bufalos, junto com seus atributos produtivos, tem convertido a Amazonia
brasileira em uma das regides mais importantes na producio de animais desta espécie fora da Asia. O uso
de biotecnologias reprodutivas tem permitido importantes avangos no melhoramento genético, no entanto,
a resposta dos bufalos as diferentes técnicas de reprodugdo assistida é variavel. Atualmente, a produgéo in
vitro de embrides nesta espécie, embora represente uma técnica com resultados promissores, ainda se
depara com desafios relacionados com as particularidades estruturais ¢ metabolicas dos gametas e
embrides, assim como com as caracteristicas morfofisiologicas proprias da reprodugdo dos bufalos.
Conjuntamente, essas caracteristicas compdem os fatores biologicos e técnicos que majoritariamente
reduzem a eficiéncia dos resultados e que obrigam a adaptagdo dos sistemas e das metodologias utilizadas
ao longo do processo de produgdo de embrides no laboratorio. Nesse sentido, representam os pontos
chaves que merecem ser analisados em profundidade na procura de melhorar os resultados e alcancar a
maior eficiéncia da técnica quando aplicada a espécie bubalina.

Palavras-chave: populagdo folicular, qualidade oocitaria, metabolismo, reprodug¢ao, bufalos
Resumen

El elevado numero de bufalos, junto con sus atributos productivos, han convertido a la
Amazonia brasilera en una de las regiones mds importantes para la produccion de animales de esta
especie filera del continente asidatico. La implementacion de biotecnologias reproductivas ha permitido
importantes avances en el mejoramiento genético, sin embargo, la respuesta de los bufalos a las
diferentes técnicas de reproduccion asistida es variable. En la actualidad, la produccion in vitro de
embriones en esta especie, aun cuando representa una técnica con resultados promisorios, enfrenta
desafios relacionados con las particularidades estructurales y metabdlicas de los gametos y embriones,
asi como, con las caracteristicas morfofisiologicas propias de la reproduccion de los bufalos.
Conjuntamente, esas caracteristicas componen los factores de orden técnico y biologico que en mayor
medida reducen la eficiencia de los resultados, y que obligan a la adaptacion de los sistemas y las
metodologias utilizadas a lo largo de la produccion de embriones en el laboratorio, por lo tanto,
representan los puntos clave que merecen ser analizados a profundidad, en la busqueda de mejorar los
resultados, y de alcanzar la plena eficiencia de la técnica, cuando se implementa en la especie bufalina.

Palabras clave: Poblacion folicular, calidad oocitaria, metabolismo, reproduccion, bufalos.
Introducao

Atualmente, o Brasil abriga ao redor de 1,4 milhdes de bufalos, dos quais 73% estdo localizados
na regido socioeconomicamente delimitada ao norte do pais, conhecida como a Amazoénia Legal (IBGE,
2020). Essa caracteristica faz da Amazonia brasileira o lugar com a maior densidade populacional de
bufalos das Américas, ¢ uma das regides mais importantes na producdo de bufalos fora do continente
asiatico (da Silva et al., 2021).

A relevancia produtiva dos bufalos concentra-se na sua alta capacidade de producdo de carne,
leite com elevadas concentragdes de solidos totais, e consideravel for¢a de tracdo (Zhang et al., 2020),
além das caracteristicas de adaptabilidade, rusticidade, longevidade, docilidade e capacidade de
aproveitamento de forragens com alto teor de fibras (Bastianetto, 2009).

Os animais desta espécie apresentam uma adequada resposta a determinadas biotecnologias que
aceleram o ganho genético paterno, tais como a inseminagdo artificial em tempo fixo (Baruselli et al.,
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2010), a criopreservagdo de sémen (Patil et al., 2020), e a sexagem de espermatozoides (Gaviraghi et al.,
2013). No entanto, apesar dos avangos, a aplicabilidade em larga escala de outras técnicas como a
produgdo in vivo ou in vitro de embrides, com potencial para acelerar o ganho genético paterno e
materno, ainda apresentam algumas limitagdes.

Fatores possivelmente relacionados com a captura e o transporte dos odcitos ao longo do oviduto
(Baruselli et al., 2000; Neglia et al., 2010), foram apontados como os responsaveis pela baixa taxa de
embrides recuperados (20 - 40%) a partir de bufalas submetidas a protocolos de superovulagdo (Baruselli
et al., 2020). Apesar dos reportes (Drost et al., 1983; Gasparrini e Tyagi, 2007), a baixa eficiéncia,
produto do desconhecimento dos causas que afetam negativamente os resultados, mantém essa técnica
longe do plano comercial para sua aplicabilidade massiva.

Por sua vez, os resultados obtidos a partir da produgdo in vitro de embrides (PIVE), tém
demonstrado alto potencial de aplicabilidade dessa técnica em bufalos (Ohashi et al., 2017; Dubeibe
Marin et al., 2019). As adequadas taxas de maturacdo oocitaria (>80%), junto com as taxas aceitaveis de
clivagem (~50%), produgdo de blastocisto (20-25%) e gestagdo pos-transferéncia nas receptoras (~25%)
(Suresh et al., 2009), tornaram a PIVE em bufalos atraente nos ultimos anos. No entanto, baseado no
numero absoluto de embrides e gestagdes obtidas por cada doadora submetida a aspiragdo folicular
transvaginal (OPU) (~1,5 e 0,5, respectivamente) (Baruselli et al., 2018; Dubeibe Marin et al., 2019), a
plena eficiéncia da técnica ainda ndo foi alcancada e certas particularidades devem ser analisadas antes de
considerar sua aplicabilidade nesta espécie.

O objetivo desta revisdo ¢ fornecer uma analise dos fatores bioldgicos e técnicos que atualmente
dificultam o desenvolvimento completo da técnica de PIVE na espécie bubalina, buscando enfatizar os
aspectos que podem ser melhorados para que o desempenho da técnica possa se tornar, quando menos,
comparavel ao obtido na espécie bovina.

Fatores biologicos que afetam a PIVE em bufalos

Algumas caracteristicas morfofisiolégicas da reprodug¢do dos bufalos poderiam ser
consideradas limitantes para a PIVE, uma vez que reduzem a eficiéncia dos resultados e,
consequentemente, comprometem sua rentabilidade. Tais fatores poderiam ser responsaveis, ao
menos parcialmente, pelo maior valor nos custos de producao dos embrides de bufalo (~ 3 a 4 vezes)
em comparag¢do aos bovinos (Ohashi et al., 2017).

Populagao folicular

O potencial de obtencéo de odcitos utilizados como matéria-prima na producgdo de embrides depende,
em grande parte, da populagio de foliculos antrais disponiveis no momento da aspiracdo folicular
(Zangirolamo et al., 2018). Por sua vez, a populacdo de foliculos antrais ¢ uma caracteristica individual que
pode ser determinada por fatores genéticos (Merton et al., 2009) e nutricionais (Diskin et al., 2003).

Os bufalos normalmente apresentam ovarios de tamanho pequeno em relagdo a sua estrutura corporal
e areserva ovariana de foliculos primordiais tem sido estimada aproximadamente entre 10000 — 19000 (Danell,
1987), isto €, 20 a 30% menor em comparagao aos bovinos (Gasparrini e Tyagi, 2007; Santos et al., 2013).

Foi verificado que, semelhante aos bovinos, a dindmica de crescimento/atresia dos foliculos
antrais em bufalos segue um padrdo de ondas, ocorrendo na maioria dos animais 2 ondas de crescimento
folicular (Ali et al., 2003). Além disso, o numero de foliculos recrutados para iniciar cada onda folicular é
geralmente baixo (cerca de 5 a 8) (Baruselli et al., 1997), podendo ser semelhante ao observado para bovinos
Bos Taurus, porém, menor em comparacdo as fémeas Bos Indicus (Gimenes et al., 2009; Baldrighi et al.,
2014). No entanto, a taxa na qual os foliculos antrais sofrem atresia tem sido considerada particularmente alta
em bufalos (Kumar et al., 1997; Feranil et al., 2005), sendo calculado por diferentes autores em torno de 63 -
95% do total dos foliculos presentes nos dois ovarios (Danell, 1987; Van Ty et al., 1989).

O ntmero de complexos cumulus-o6citos (CCOs) recuperados em cada sessdo de OPU pode ser
altamente varidvel entre animais, e alguns fatores tais como a fazenda, a condig¢do reprodutiva (gestante ou
ndo), e a categoria das doadoras (nuliparas, primiparas o multiparas), podem também influenciar esta
caracteristica (Baruselli et al., 2018). Em programas de PIVE em bufalos realizados no estado do Para (Brasil),
observamos que o numero de foliculos aspirados em cada animal mostrou uma variagdo de 5 a 39, sendo que a
maior propor¢ao das bufalas apresentou uma populagéo folicular intermediaria (entre 10 e 19), em comparagdo
aos animais com nimero baixo (< 9) ou alto de foliculos antrais (> 20) (Figura 1). No entanto, apds a OPU
foram recuperados em média 10,4+6,5 CCOs /animal, dos quais, a partir da maioria das bufalas (88,4%) foram
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obtidos uma quantidade menor a 19 CCOs em cada sesséo de aspiragao (Figura 1).
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Figura 1. Distribui¢do da proporcao (%) de bufalas com niimero total de foliculos antrais disponiveis para aspiragdo
folicular (linha azul), e quantidade de CCOs recuperados (linha vermelha) menor a 9, entre 10 e 19, e maior a 20.
Dados coletados de 185 sessdes de OPU no estado do Para, Brasil. Letras diferentes entre valores das linhas de cada
cor, indicam diferengas significativas (p<0,05).

Embora existam grandes variagdes entre os individuos, a populacdo folicular é uma caracteristica
altamente repetivel no mesmo animal ao longo de varias sessdes de aspiragdo folicular. Nesse sentido, ¢
aconselhavel que, juntamente com os atributos produtivos, essa caracteristica seja incluida como critério
de selegdo para bufalas doadoras de o6citos (Ohashi et al., 2017; Baruselli et al., 2018; Dubeibe Marin et
al., 2019). Além disso, devido a sua possivel natureza hereditaria (Walsh et al., 2014), a inclusdo deste
pardmetro de selecdo, junto com um manejo nutricional adequado de receptoras e doadoras (Mossa et al.,
2013), teriam o potencial de corrigir e perpetuar esse atributo ao longo do tempo nas futuras geragoes de
bufalas destinadas & reprodugdo, podendo dessa forma aumentar a eficiéncia nos futuros programas de
PIVE nesta espécie.

Qualidade oocitaria

A qualidade intrinseca dos odcitos ¢ o um dos principais fatores que determina a taxa final de
produgdo de blastocistos no laboratorio (Rizos et al., 2002), Nesse sentido, a correta selecdo dos odcitos
mais competentes ¢ um fator essencial no intuito de garantir o sucesso nos resultados.

A principal ferramenta utilizada nos programas de PIVE, na procura de prognosticar a
competéncia dos obcitos imaturos, ¢ a avaliagdo visual das caracteristicas morfologicas dos CCOs
(Leibfried e First, 1979). Os critérios de avaliagcdo para CCOs de bufalos sdo os mesmos utilizados para
bovinos, e obedecem principalmente a aparéncia do citoplasma dos odcitos, ¢ a quantidade e compactagéo
das células do cumulus entorno deles (Di Francesco et al., 2011).

No entanto, devido a algumas caracteristicas particulares dos CCOs de bufalos, tais como: (i)
elevado conteudo de lipidios intracitoplasmaticos nos odcitos (Dubeibe Marin et al., 2019), (ii) fragil
aderéncia entre as células do cumulus, e entre estas e odcito (Gasparrini, 2002), (iii) elevada taxa de
atresia folicular (Ocampo et al., 1994), e (iiii) maior fragilidade da zona pelicida (Mondadori et al.,
2010); os CCOs de bufalos tradicionalmente apresentam oocitos com citoplasma heterogéneo (presenga
de manchas negras), e uma camada de células de cumulus reduzida, chegando inclusive a estar ausente
em muitas ocasides. Como consequéncia, a propor¢do de CCOs de bufalos, recuperados a partir de OPU
e classificados como viaveis, ¢ tradicionalmente baixa (Neglia et al., 2003).

A avaliagdo das caracteristicas qualitativas e quantitativas dos CCOs recuperados em programas
de PIVE, revelou que a propor¢do de CCOs vidveis pode ser alterada de acordo com a localizagdo da
propriedade onde foram obtidos (Tabela 1). Esses dados sugerem que fatores externos, provavelmente de
carater nutricional, sanitario ou ambiental t€ém o potencial de influenciar a qualidade morfologica dos
CCOs, e consequentemente, a competéncia dos odcitos (Rolim filho et al., 2021, dados ndo publicados).

Considerando o dito anteriormente, o desenho de uma forma diferente de classificagdo que se
ajuste as caracteristicas morfoldgicas proprias dos CCOs de bufalo seria aconselhavel com o objetivo de
reavaliar os atributos qualitativos que verdadeiramente impactam na competéncia dos odcitos desta
espécie. De outra maneira, o uso da classificacdo desenvolvida para CCOs bovinos, devera seguir sendo
realizada considerando uma elevada flexibilizagdo nos critérios para evitar o descarte de um numero
excessivo de CCOs em cada sessdao de OPU.

Rev Bras Reprod Anim, v.45, n.4, p.418-425, out./dez. 2021 420



w

Marin. Desafios técnicos e bioldgicos na produgao in vitro de embrides de bufalo.

Tabela 1. Quantidade e equivalente em propor¢do do numero de foliculos e estruturas recuperadas
mediante OPU, em bufalos localizados em duas regides diferentes do estado do Pard, Brasil.

Resido Foliculos Estruturas CCOs levados CCOs
g Aspirados recuperadas para MIV vidveis
Bujaru 13,545,6 10,446,5 (76%)* 5,2+3,9 (51%) 3,1£2,6 (23,4%)*
0 b
Marajé 10,4435 6,743,3 (64%) 3,742,0 (55%) 0.5£0.8 (7%)"

Os valores representam médias + DP. Letras diferentes entre colunas indicam diferencas significativas (p<0,05). A
propor¢ao (%) de CCOs levados para MIV e de CCOs viaveis foi calculado a partir do total de estruturas
recuperadas. CCOs: complexos cumulus-o6cito; MIV: maturagdo in vitro; OPU: aspiragdo folicular guiada por
ultrassonografia (Adaptado de Dubeibe Marin et al., 2019).

Sazonalidade

Os bufalos sdo considerados poliestricos estacionais de dias curtos, sendo favoraveis a
reprodugdo no inverno e outono (Das e Khan, 2010).

Fora da estagdo reprodutiva, a qualidade dos odcitos diminui consideravelmente devido a maior
taxa de atresia folicular (Sasan et al., 2016), aos efeitos deletérios diretos do estresse caldrico em épocas
de elevada temperatura e humidade (Hamam et al., 2001), e a fatores autocrinos intrinsecos liberados no
ovario (Di Francesco et al., 2011). A diminui¢do na competéncia dos odcitos reflete em baixas taxas de
embrides obtidos in vitro, e com baixa qualidade (Shahzad et al., 2020).

No entanto, a partir da observagdo que a sazonalidade ndo apresenta efeitos deletérios na
receptividade uterina, foi sugerido que o excedente de embrides produzidos na época reprodutiva
favoravel pode ser criopreservado e transferido para receptoras em época ndo favoravel a reprodugdo, sem
afetar as taxas de prenhez, e dessa forma garantindo a viabilidade dos programas de PIVE ao longo do
ano (da Silva et al., 2021).

Nas regides perto da linha do equador ndo existe uma grande variagdo na duracdo do dia ao
longo do ano, o que significa que nessa localizagdo os efeitos do fotoperiodo e da sazonalidade no
desempenho reprodutivo dos bufalos sdo praticamente nulos. No entanto, como foi mencionado
anteriormente, o desequilibro na condi¢do de outros fatores de carater climatico, nutricional, ou
sanitarios, claramente pode influenciar na competéncia dos odcitos e dessa forma afetar a eficiéncia nos
resultados da PIVE.

Fatores técnicos que afetam a PIVE em biifalos

As particularidades estruturais e metabdlicas dos gametas e embrides bubalinos tém obrigado a
adaptacdo dos sistemas e das metodologias utilizadas ao longo do processo de producdo de embrides no
laboratorio. Algumas dessas adaptacdes sdo rotineiramente consideradas, enquanto outras, requerem
maior refinamento na procura de melhorar os resultados.

Condig¢ées de cultivo para gametas e embrioes

Em comparagido com os bovinos, os o6citos de bufalo atingem a metafase Il mais cedo desde a
sua retirada do foliculo (~22 e 18 h, para odcitos bovinos e bubalinos, respectivamente), por esse motivo,
o tempo de maturagdo no laboratério para oocitos de bufalo ndo deveria superar as 18 h. Tem sido
reportado que tempos maiores de maturagdo podem diminuir a taxa de producdo de embrides, devido ao
envelhecimento celular e alteracdes na configuracido da cromatina (Kumar e Anand, 2012).

Da mesma forma, os embrides de bufalo apresentam um desenvolvimento mais acelerado,
atingindo o estadio de blastocisto de 0,5 a 1 dia antes que os embrides bovinos. Em consequéncia, o
cultivo dos embrides in vitro deve ser ajustado para 6 dias apés a fecundacdo, e o planejamento da
transferéncia dos embrides para as receptoras também deve prever esta particularidade (Galli et al., 2001).

Do ponto de vista biologico, estas diferencas na cinética da maturacdo nuclear e
desenvolvimento embriondrio, indicam caracteristicas metabdlicas proprias da espécie. A avaliagdo do
metabolismo lipidico, por exemplo, revelou que, além das grandes diferengas metabolicas entre CCOs
maturados in vivo e in vitro, os CCOs de bufalo tém a capacidade de utilizar a reserva lipidica como fonte
de energia de uma maneira eficiente. No entanto, o aumento da B-oxidacdo dos acidos graxos, mediante a
suplementa¢do do meio de maturagdo com L-carnitina, na presenga de soro fetal bovino pode afetar
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negativamente a produgdo de blastocistos (Dubeibe et al., 2020; Tabela 2), sugerindo uma alta
sensibilidade dos o6citos desta espécie aos efeitos deletérios dos radicais livres derivados do metabolismo
endogeno, provavelmente a causa da grande reserva intracelular de lipidios.

Tabela 2. Efeito da suplementacdo com L-Carnitina (3,03 mM) durante a maturagdo in vitro de CCOs na
presenga de albumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA) ou soro fetal bovino (FBS), na produgao
in vitro de embrides de bufalo.

Tratamento Clivagem (%) Blastocistos-D6 (%) Blastocistos-D7 (%)
SFB 63.6+11.1° 30.7+5.3° 34.4+6.4°
SFB + L-Carnitina 52.8+13.7% 16.4+4.3° 23.8+7.9°
BSA 58.8+12.2% 20.2+9.7% 25.6+9.3%
BSA + L-Carnitina 44.9+20.1° 26.2+10.1% 28.848.5%

Os valores representam médias + DP. Letras diferentes entre valores na mesma coluna indicam diferencas entre
grupos (p<0,05). CCOs: complexos cumulus-ovocitos. (Adaptado de Dubeibe et al., 2020)

Futuras pesquisas sdo necessdrias para se caracterizar o metabolismo dos carboidratos e
proteinas em CCOs e embrides, e dessa forma definir as formulagdes e condigdes de cultivo mais
adequados as particularidades metabolicas dos gametas e embrides de btfalo.

Pressdo de fluxo na aspiragdo folicular

A fragil aderencga entre as células do cumulus, e entre estas e o odcito, permite que uma relativa
elevada pressdo de vacuo no momento da aspiragdo folicular em animais vivos cause a dispersdo e até
mesmo o desprendimento de uma grande quantidade de células do cumulus, contando como um dos
fatores que afetam a viabilidade morfologica dos CCOs de bufalos (Boni, 1994).

Ainda que este fator ndo tenha sido suficientemente estudado na espécie bufalina, ha evidéncias
em outras espécies que indicam que a pressao de vacuo pode afetar a taxa de maturagdo oocitaria e a
produgdo final de blastocistos (Bols et al., 1996). Os procedimentos para a aspira¢do folicular
transvaginal utilizados no bufalo rotineiramente sdo os mesmos usados na espécie bovina, sendo
implementado em torno de 80 mmHg na pressdo de aspiragdo. No entanto, tem sido indicado que uma
pressdao menor (em torno de 40 mmHg) ¢ mais conveniente para procedimentos de OPU nesta espécie
(Rolim Filho, comunica¢do pessoal). A avaliagdo dos efeitos de diferentes fluxos de pressdo na
competéncia dos o6citos ¢ necessaria para o desenho de protocolos de aspiracdo folicular favoraveis as
estruturas dos bufalos, sem que estes comprometam a taxa de recuperagdo de CCOs.

Protocolos de sincroniza¢do das receptoras

A auséncia de sinais evidentes de cio na maioria das bufalas impede o estabelecimento de
programas praticos de transferéncia de embrides (TE) baseados na deteccdo do estro natural (Roy e
Prakash, 2009). Dessa forma, a Unica alternativa pratica e eficiente nos programas de TE em bufalos,
corresponde a transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF), a qual implica o uso de protocolos
hormonais de sincronizagdo.

Em geral, a resposta das bufalas aos protocolos hormonais ¢ boa. No entanto, fatores como a
assincronia das receptoras em relagdo ao estadio de desenvolvimento embrionario, a qualidade dos embrides
transferidos, e/ou a lutedlise prematura, podem afetar a taxa de prenhez apos a TE (Misra et al., 1999).

Por sua vez, em comparag@o aos bovinos, o menor tamanho tanto do foliculo ovulatério como do
corpo luteo, sdo responsaveis pelas baixas concentragdes fisiologicas de estrdgeno e progesterona em
bufalas durante o ciclo estral (Mondal e Prakash, 2004). Dessa forma, tem sido sugerido que as
concentragdes hormonais utilizadas nos protocolos, especificamente as de progesterona (i.e. dispositivos
intravaginais) devem ser ajustadas as necessidades da espécie (Ohashi et al., 2017).

A relago entre o uso de dispositivos com elevadas concentragdes de progesterona (> 1g) e a
lutedlise prematura em bufalas receptoras, € uma hipdtese que ainda deve ser testada experimentalmente.

Conclusao

A evolugdo nos resultados tem possibilitado a inclusdo da PIVE como ferramenta em programas
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comerciais de melhoramento genético em bufalos. No entanto, diversos fatores de caracter biologico e
técnico ainda devem ser respeitados, melhorados ou estudados mais a profundidade, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia nos resultados, e dessa maneira diminuir os custos da sua implementagdo na espécie
bufalina.

Marin. Desafios técnicos e bioldgicos na produgao in vitro de embrides de bufalo.
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