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Resumo

As biotécnicas da reprodug@o representam uma alternativa promissora para incremento genético em
curto espaco de tempo nos animais domésticos e, em bubalinos, ganham maior notoriedade devido a ocorréncia
de entraves reprodutivos, como manifestacdo discreta do estro e longo anestro pos-parto. Assim, a produgdo de
embrides in vitro (PIVE) em bubalinos vem gradativamente ganhando mercado, apesar dos resultados
inconsistentes e inferiores quando comparado aos bovinos. Diante disso, o entendimento das etapas da PIVE,
que inclui a maturagdo in vitro dos odcitos (MIV), a fertiliza¢do in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) se faz
necessario para melhor compreensdo das mudangas e necessidades durante o crescimento e desenvolvimento do
odcito e do embrido. Especificamente durante a MIV ocorrem inimeras mudangas nos o6citos que irdo interferir
na sua capacidade de se tornar um embrido e a sele¢@o dos odcitos mais vidveis e competentes pode incrementar
significativamente as taxas de PIVE em bubalinos. Assim, métodos de avaliagdo precisos e confiaveis e o
conhecimento profundo da cinética de desenvolvimento dos o6citos e embrides bubalinos sdo necessarios para o
estabelecimento de protocolos e meios especificos para estes, uma vez que, que na maioria das vezes os
utilizados sdo extrapolados da espécie bovina.
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Abstract

The reproduction biotechnologies represent a promising alternative for genetic increase in short time in
domestic animals. On buffaloes the gain are greater due to the occurrence of reproductive barriers such as
discrete manifestation of estrus and long anoestrus postpartum. Thus, in vitro embryo production (IVEP) in
buffaloes is gradually gaining market share despite inconsistent and inferior results when compared to cattle.
Thus, the understanding of the stages of IVEP, which includes the in vitro maturation of oocytes (IVM), in vitro
fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC) is needed to better understand the changes and needs during growth
and development of the oocyte and embryo. Specifically during IVM occur numerous changes in oocytes that will
interfere with your ability to turn an embryo and the selection of the most viable and reliable oocytes can
significantly increase PIVE rates in buffalo. Thus, accurate assessment and safe methods and a deep knowledge
of the buffalo oocytes and embryos development kinetics are needed to establish protocols and specific means to
them, since most that are used are extrapolated bovine species.

Keywords: oocyte maturation, oocyte competence, IVEP, Buffalo.
Introducao

Assim como em outras espécies, a aplica¢do de biotecnologias da reprodugdo em bubalinos representa
uma alternativa viavel para multiplicacao de material de alto mérito genético em reduzido espago de tempo. Em
bufalos sdo descritos entraves reprodutivos em razdo de caracteristicas fisiologicas destes animais, que inclui a
manifestagdo discreta dos sinais de estro, puberdade tardia, longo anestro pds-parto e baixas taxas de concepgao,
compromentendo a eficiéncia reprodutiva e limitando a produtividade destes animais (Nandi et al., 2002; Drost,
2007; Khaki et al., 2014). Diante disso, as biotecnias reprodutivas surgem como alternativas para correcdo destas
falhas reprodutivas observadas nestes animais.

Dentre as biotecnologias reprodutivas, a PIVE ganha relevancia, visto que a transferéncia de embrides
in vivo (TE) a partir de programas de superovulacdo (SOV) ndo sdo eficientes em bubalinos. Acredita-se que a
ineficiéncia da TE em bubalinos esteja ligada a falhas nos protocolos de superovulacdo a base de FSH, devido a
baixa popula¢do de foliculos recrutaveis (Drost, 2007), e falhas na captagdo dos oodcitos pelas fimbrias do
infundibulo na superficie ovariana (Misra et al., 1998; Carvalho et al., 2011). Além disso, a PIVE representa
excelente fonte para pesquisa e aplicagdo comercial, ja que, ¢ parte integrante de outras biotecnologias em
desenvolvimento como a clonagem, transgenia, sexagem de embrides, inje¢do espermatica ¢ producdo de células
tronco embrionarias (Nandi et al., 2002; Elamaram et al., 2012). Diante disso, a consolida¢do da PIVE ndo s6
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beneficiaria indiretamente outros procedimentos envolvidos como representaria uma alternativa comercial para
produgdo de embrides bubalinos em larga escala.

Embora a PIVE em bubalinos tenha sido realizada com sucesso, apresentando taxas de MIV, FIV e
clivagem satisfatorias, e inclusive com relato de nascimento de animais clonados, as taxas de produgdo de
blastocistos e nascidos apds a transferéncia de embrides ainda sdo baixas (Liang et al., 2008; Anand et al., 2008)
quando comparado a bovinos. Tal fato representa ainda uma limitacdo para utilizacdo desta biotecnologia em
larga escala.

Condicdes subotimas de cultivo (Elmaram et al., 2012) e qualidade intrinseca dos o6citos (Nandi et al.,
2002) tém sido as principais razdes apontadas por autores para justificar as baixas taxas encontradas em bufalos.
Além disso, ao considerar as diferengas estruturais e da cinética do desenvolvimento dos odcitos e embrides
intrinsecas da espécie, sugere-se que o emprego das mesmas condigdes para producdo in vitro de embrides de
bovinos pode comprometer o sucesso de aplicagdo desta biotécnica em bubalinos, visto que rotineiramente
grande parte dos protocolos ¢ meios adotados para bubalinos sdo extrapolados da espécie bovina. Diante deste
cenario, a necessidade de desenvolvimento de meios de maturagdo e sistemas de cultivo mais eficientes para
melhoria da producdo embriondria se torna cada vez mais pertinente. Por conseguinte, a suplementagdo dos
meios com diferentes substancias, como fatores de crescimento e antioxidantes, tem se tornado objeto de estudo
de diversos pesquisadores (Nandi et al., 2003; Purohit et al., 2005; Anand et al., 2008; Singhal et al., 2009;
Rocha-Frigoni et al., 2016).

Diante do pressuposto, objetiva-se neste trabalho apresentar modificagdes que ocorrem durante a
maturagdo tanto nuclear quanto citoplasmatica, aquisicdo de competéncia do odcito assim como variagdes do
tempo de maturagdo in vitro de oocitos bubalinos, bem como as perspectivas futuras sobre o tema.

Maturacio oocitaria

Durante o procedimento de PIVE, a maturagdo in vitro dos odcitos representa uma das etapas mais
desafiadoras, uma vez que durante esta fase os odcitos adquirem a capacidade intrinseca para sustentar os
estagios subsequentes de desenvolvimento. Desta forma, condi¢des ideais durante esta fase irdo determinar o
sucesso na fertilizagdo e a subsequente divisdo embrionaria, até a ativacdo do genoma embrionario que
finalmente proporcionara a formagdo dos blastocistos e o estabelecimento da gestagdo (Ferreira et al., 2009;
Somfai et al., 2011). A MIV ¢ essencial para que oocitos atinjam a maturagdo e aquisi¢do da competéncia
necessaria para divisdo embrionaria e formagdo dos blastocistos (Lonergan et al., 2003; Somfai et al., 2011).
Assim, quando realizada em condi¢cdes subotimas, a MIV podera resultar em alteragdes irreversiveis na
expressao génica normal, afetando drasticamente o destino do desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro
(Watson et al., 2000; Jones et al., 2008).

A maturacdo oocitaria compreende uma série de eventos, tanto nucleares quando citoplasmaticos, que
irdo preparar o odcito para proxima etapa que ¢ a fecundacdo (Gottardi e Mingoti, 2009). A maturag¢do nuclear
envolve a progressdo do oocito desde o primeiro bloqueio meidtico na Profase I até o estddio de metafase 11
(MII) ocorrendo durante esta progressdo a quebra da vesicula germinativa (vesicle germinal break down —
VGBD), condensagdo dos cromossomos, extrusdo do primeiro corpusculo polar e formagdo do segundo fuso
meidtico (Sirard et al., 2001). Similarmente estas alteragdes ocorrem in vivo apds o pico pré-ovulatorio de
hormoénio luteinizante (LH).

Ja a maturacdo citoplasmatica é um procedimento mais complexo e envolve varias alteragdes
simultaneas que incluem a sintese de proteinas intracelulares (Edwards et al., 1997), aumento da glutationa
intracitoplasmatica (Payton et al., 2003a), redistribuicdo dos granulos corticais (Payton et al., 2003b),
reorganizagcdo dos microtubulos (Kim, 2000) e migragdo e redistribuicdo das organelas dentro do citoplasma
(Anguita et al., 2008).

Maturacio Nuclear

O processo de maturagdo nuclear diz respeito a todos os eventos nucleares relacionados a progressao do
odcito desde a profase da primeira meiose (Profase 1) até a Metafase 11 (MII), da segunda divisdo meidtica.
Todas estas etapas sdo reguladas por fatores presentes no fluido folicular, pela interagdo dos odcitos com as
células foliculares e por fatores enddcrinos, como as gonadotrofinas (Kim et al., 2008).

Inicialmente o o6c¢ito encontra-se retido no ambiente folicular em diploteno da Préfase I, caracterizado
pela presenga da vesicula germinativa (VG) que ¢ mantida pelas altas concentragdes de AMPc produzido pelas
células da granulosa e transportado para o odcito através das jung¢des gap (Van der Hurk e Zao, 2005). In vivo a
elevagdo dos niveis de LH provoca uma subita queda dos niveis de AMPc, seja pelo desacoplamento das jungoes
gap entre oocitos e células da granulosa ou pela redugdo da sintese do proprio AMPc por estas células
(Kawamura et al., 2004). Esta agdo do LH ¢ mediada pelo fator de crescimento epidermal (EGF), secretado pelas
células murais da granulosa. Consequentemente, o declinio do AMPc provoca uma desfosforilagdo e ativagdo do
complexo fator promotor da maturacdo/meiose (MPF), que por sua vez estd envolvido em varios eventos
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nucleares e citoplasmaticos relacionados & maturagdo oocitaria (Millar e Russell, 1992). In vitro, o
restabelecimento da meiose se da imediatamente apos a retirada do odcito de dentro do ambiente folicular em
decorréncia da perda de contato entre o odcito e as células da granulosa (Tomas et al., 2004).

As alteragdes nucleares nesta fase incluem a condensa¢do dos cromossomos, o desaparecimento do
nucléolo, a desintegracdo da membrana celular (carioteca) e do rompimento do envelope nuclear, caracterizando
a VGBD. Em seguida, o odcito passa pelo estadio de diacinese, seguindo na Metafase I (MI), Anéfase I (Al) e
Telofase (TT) e completando a primeira divisdo meiodtica. Na sequéncia, ocorre uma divisdo assimétrica do
citoplasma, originando uma célula menor, o corpusculo polar, e outra maior, o odcito secundario (Can et al.,
2003). Os cromossomos homologos entdo se separam em dois grupos, sendo que a metade do niimero original de
cromossomos permanece alinhados no centro do fuso do odcito (célula haploide) e a outra metade ¢ incorporada
ao corpusculo polar (Gotardi e Mingoti, 2009). Estes eventos caracterizam o estadio de metafase 11 (Sirard et al.,
1992) e a partir dai a meiose ¢ prontamente interrompida, em um estadio denominado segundo bloqueio
meidtico. O reinicio da meiose podera ocorrer em decorréncia da fecundagdo do espermatozoide ou por ativagdo
partenogenética (Gordon, 1994).

Maturacio Citoplasmatica

Simultaneamente a maturagdo nuclear, o citoplasma dos odcitos necessita sofrer modificacdes que
proporcionem a esta célula competéncia suficiente para garantir o sucesso na fecundagdo e no subsequente
desenvolvimento embrionario. Assim, para a completa maturagdo do odcito € necessario que ocorra eventos
intracelulares que incluem a redistribui¢do das organelas citoplasmaticas, estocagem de mRNA (RNA
mensageiro), sintese de proteinas e fatores de transcri¢do (Ferreira et al., 2009; Fu et al., 2016). Embora sejam
processos distintos, a maturagdo nuclear e citoplasmatica sdo eventos que ocorrem simultaneamente, apesar da
programacdo molecular do citoplasma ter inicio ainda na fase de crescimento do odcito.

Modificac¢des ultraestruturais que ocorrem no odcito durante a maturagdo citoplasmatica sdo necessarias
para o bloqueio da poliespermia, para descondensar o nucleo do espermatozdide e formar o pré-nucleo
masculino pds fecundagdo e sobretudo, para garantir o estoque de transcritos e proteinas do citoplasma do oocito
na fase inicial de desenvolvimento embrionario até o estadio de oito/dezesseis células (Picton et al., 1998;
Ferreira et al., 2008). Apds esta fase, o genoma embrionario € ativado, e a sintese de novas proteinas passa ser
oriunda dos transcritos embriondrios ao invés dos transcritos maternos, denominado de transi¢do materno
zigotica (TMZ) (Stitzel e Seydoux, 2007). Portanto, para garantir o sucesso do desenvolvimento embrionario ¢
fundamental que todos eventos da maturagao citoplasmatica sejam realizados com exceléncia.

Em bubalinos, constatou-se ultra estruturalmente que ocorre migragdo dos clusters mitocondriais, do
reticulo endoplasmatico liso e rugoso e do complexo de Golgi para regido periférica do oocito conforme o
avancar da maturacdo (Mondadori et al., 2010a; Mondadori et al., 2010b), diferentemente do que ocorre em
bovinos (Ferreira et al., 2009). Além disso, evidenciou em bubalinos a multiplicacdo e migragdo periférica dos
granulos corticais, alteracdo no aspecto morfoloégico da populacdo de goticulas de lipideos no ooplasma,
aumento do espago perivitelino perinuclear e reducdo gradativa do contato entre as células do cumulus e o odcito
conforme a maturagdo in vitro dos odcitos bubalinos evoluiu (Mondadori et al. 2010b).

Competéncia oocitaria

A competéncia oocitaria pode ser entendida como a capacidade do odcito de concluir todas as etapas da
maturag@o nuclear e citoplasmatica, ser fecundado, completar o desenvolvimento embrionario ¢ dar origem ao
feto (Ferreira et al., 2009). Essa competéncia ¢ adquirida ao longo do crescimento dos odcitos e estd relacionada
com as modificacdes nucleares e citoplasmaticas que ocorrem durante a fase final de desenvolvimento folicular e
na matura¢do. Acredita-se que a capacidade de processamento e estocagem de RNA e proteinas durante o
crescimento e maturagdo estejam diretamente relacionados com a aquisi¢do de competéncia dos odcitos (Caixeta
et al., 2013). Assim, para que o odcito se torne competente 0 mesmo deverd ter completado toda sua fase de
crescimento, que ocorre quando o oodcito alcanga 120um em bovinos (Makita et al.,, 2016) e 145 pm em
bubalinos (Nandi et al., 2002).

E possivel estabelecer uma correlagio in vivo entre o tamanho do foliculo e a competéncia dos odcitos
de bubalinos (Yousaf e Chohan, 2003). Em avaliagdes realizadas in vitro, associa-se a aquisi¢do da competéncia
com o padrao de metilagdo (Fagundes et al., 2011) e a formagdo de estoque de RNA suficiente para produzir
proteinas e manter a sobrevida do o6cito durante sua maturagdo e desenvolvimento embrionario inicial, até que o
genoma embrionario seja ativado. O desenvolvimento de mecanismos reguladores de calcio, alteragdes na
atividade do MPF e da proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) e a redistribuicdo de organelas
citoplasmaticas sdo eventos que estdo ligados a aquisi¢cdo de competéncia nos oocitos (Anguita et al., 2008).

A aquisi¢@o da competéncia oocitaria em bubalinos pode ser influenciada por fatores tanto ambientais,
como efeito da estagdo do ano e variagdes térmicas (Nandi et al., 2001; Khairy et al., 2007; Di Francesco et al.,
2011; El-Naby et al., 2013), quanto inerentes ao proprio odcito. Estes fatores incluem a presenga de corpo luteo
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nos ovarios, tamanho do foliculo, frequéncia de aspirag@o in vivo, nimero de camadas de células do cumulus,
maturagdo in vitro ou in vivo e origem dos odcitos (Singh et al., 2001; Yousaf e Chohan, 2003; Yindee et al.,
2011; Sharma et al., 2012; El-Naby et al., 2013).

Em relago a temperatura ambiental, esta parece exercer efeito deletério sobre a quantidade e qualidade
dos foliculos disponiveis para aspira¢do. Estudos demonstraram que estagdes quentes reduzem a quantidade de
foliculos antrais disponiveis (Abdoon et al., 2014) e a qualidade dos odcitos recuperados das bufalas (El-Naby et
al., 2013; Abdoon et al., 2014). Desta forma, acredita-se que a elevacdo da temperatura ambiental influencie na
competéncia de desenvolvimento dos mesmos, refletindo diretamente na taxa de maturagdo (Nandi et al., 2001;
Khairy et al., 2007) e na taxa de clivagem e produgdo de blastocistos (Di Francesco et al., 2011; Abdoon et al.,
2014).

A competéncia do odcito de bubalinos esta diretamente ligada ao estado morfofuncional dos ovarios. A
aquisicdo de competéncia destes animais encontra-se dependente do tamanho do foliculo da qual é obtido.
Foliculos maiores que 4mm sdo considerados em bubalinos ideais para obtengdo de melhores resultados na
produgdo in vitro de embrides (Yousaf e Chohan, 2003). A frequéncia da OPU também pode influenciar, uma
vez que, odcitos obtidos a partir de se¢des de OPU duas vezes por semana possuem maior competéncia do que
odcitos coletados semanalmente (Yindee et al., 2011).

A fonte de obtencdo dos odcitos em bubalinos ¢ outro fator capaz de influenciar a aquisi¢do da
competéncia. Tendo em vista a origem do odcito, constatou-se que quando coletados de ovarios de frigorifico os
ovarios possuem menor capacidade de se tornar um blastocisto do que quando coletados através da OPU (Neglia
et al., 2003). Acredita-se que consecutivas aspira¢des acabam resultando em aumento da frequéncia das ondas
foliculares, proporcionando obtencdo de odcitos mais competentes (Boni et al., 1996). Possivelmente, por ser
tratar de animais oriundo de descarte de rebanhos de produgdo de leite, o estado corporal e o nivel de estresse
destes animais constituem uma outra justificativa para este fato. Ainda sim, Yindee et al. (2011) confirmaram
ndo haver influéncia do estado reprodutivo dos animais (gestante ou ndo gestantes) na competéncia de
desenvolvimento dos o6citos coletados. Comparando a maturagao ocorrida dentro do ambiente folicular (in vivo)
ou fora dele (in vitro), conclui-se que apesar de possuirem taxas semelhantes de maturacdo e clivagem, odcitos
que completam a maturacdo in vitro refletem em menores taxas de producdo de moérulas e blastocistos do que
quando maturados in vivo (Sharma et al., 2012), diferentemente do que ocorre em bovinos (Makita et al., 2016).

Resultados relacionando a competéncia dos odcitos e a presenga do corpo lateo (CL) s@o ainda bem
contraditérios em bubalinos. A presenca de CL no ovario parece provocar a diminui¢do do nimero médio de
odcitos disponiveis nos ovarios de bufalas e da taxa de recuperagdo de oocitos de boa qualidade nestes ovarios
(Amer et al., 2008). El-Naby et al. (2013) constataram um aumento significativo na taxa de maturagdo de oocitos
obtidos a partir de ovarios que ndo possuiam CL. Por outro lado, foi evidenciado que as taxas de clivagem e de
produgdo de embrides foram superiores em ovarios com presenca de CL e sem a presenga de foliculo dominante
(Manjunatha et al., 2007). Além disso, odcitos com camadas de células do cumulus intactas (>3 camadas)
apresentaram maiores taxas de MIV do que oocitos sem células do cumulus (Amer et al., 2008). Este autor
sugere que o co-cultivo de odcitos de pobre qualidade com células do cumulus representa uma alternativa para
promover o aumento da competéncia oocitaria.

O sucesso da PIVE estd intimamente relacionado a qualidade do odcito e a capacidade do meio de
maturag¢do em fornecer a ele as condi¢des necessarias para seu desenvolvimento. Portanto, a fim de determinar a
eficiéncia do meio de MIV ¢ fundamental uma avaliagdo rapida e confidvel, tanto de odcitos imaturos,
previamente a MIV, quanto do grau de maturacdo destes apos esta etapa. No entanto, a avaliagdo morfologica,
baseada no nimero de camadas, compactacdo das células do cumulus ¢ homogeneidade do ooplasma, ndo sdo
fidedignas suficiente para atuar como critério unico para determinagdo da competéncia oocitaria (Bhardwa;j et
al., 2016). Além dos mais, métodos para uma avaliagdo mais segura, grande parte das vezes sdo invasivos ao
ponto de danificar e/ou matar a célula. Diante disso, permanece o desafio de desenvolvimento de técnicas que
avaliem de forma rapida o estddio de maturacdo dos o6citos sem subestimar a taxa de maturacdo real (Nandi et
al., 2002).

Tempo de Maturacio de o6citos bubalinos

Entre os intimeros fatores que afetam o desenvolvimento do embrido bubalino in vitro, a duragdo da
MIV merece destaque, uma vez que, o tempo inapropriado de maturacdo pode levar a anormalidades nos
cromossomos (Neglia et al., 2001), envelhecimento dos odcitos (Hunter ¢ Greve, 1997) ¢ redugdo das taxas de
clivagem e blastocisto (Gasparrini et al., 2008).

Ao fazer uma comparagdo cronoldgica dos eventos condizentes com a maturagdo nuclear, pode-se
constatar que a maturagdo de odcitos de bufalas in vitro ocorre mais rapida que a de oocitos bovinos (Neglia et
al., 2001) (Tabela 1).
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Tabela 1. Cinética da maturag@o nuclear in vitro em bovinos e bubalinos.

Evento Duracdo Espécie Referéncia
Até 10 horas Bubalinos Neglia et al., 2001
Quebra da vesicula Até 06 horas Bubalinos Gasparrini et al., 2008
germinativa (VGBD) Até 15 horas Bovinos Neglia et al., 2001
6,6 a 8 horas Bovinos Sirard et al., 1989
10 a 14 horas Bubalinos Neglia et al., 2001
19 divisio meidtica 09 a 12 horas Bubalinos Gasparrini et al., 2008
15 a 18 horas Bovinos Neglia et al., 2001
10,3 a 15,4 horas Bovinos Sirard et al., 1989
15 a 16 horas Bubalinos Neglia et al., 2001
2 divisio meidtica 18 a 21 horas Bubalinos Gasparrini et al., 2008
18 a 24 horas Bovinos Neglia et al., 2001
18 a 24 horas Bovinos Sirard et al., 1989

Embora seja evidente a variagdo dos tempos de maturagdo reportada entre bubalinos, alta propor¢ao do
oocitos atinge a MII no periodo de 15-21 horas, portanto, mais rapida quando comparada a bovinos. As
variagdes nos tempos de maturac¢do de bubalinos ocorrem, sobretudo, pelas diferencas nas condi¢des da MIV ou
pela qualidade inerente aos proprios odcitos, que nesta espécie ¢ também afetada pela sazonalidade (Gasparrini,
2007). Além disso, no periodo de 20-24 horas de MIV foi observado um aumento significativo na extrusio
completa dos cromossomos nos odcitos bubalinos, fato ndo observado em bovinos (Neglia et al., 2001). Este fato
pode sugerir que a extensdo do tempo de MIV em bufalos poderia implicar na redu¢do do desenvolvimento
embrionario.

No entanto, a maioria dos protocolos de PIV em bufalos recomenda a inseminagao dos odcitos 24 horas
apos o inicio da MIV, seguindo o parametro realizado em bovinos. Diante disso, o tempo da fertilizacdo dos
odcitos em bubalinos deveria ser revisto no intuito de estabelecer esta pratica um pouco mais precoce, as 18
horas pds MIV ao invés de 24 horas, ja que o atraso da FIV nestas espécies tem significante comprometimento
no desenvolvimento embrionario (Gasparrini et al., 2008).

Perspectivas futuras

A quantificagdo da expressdo génicas e analise protedmica dos odcitos durante a maturagdo in vitro,
como recentemente realizada em bovinos (Adona et al., 2016) e bubalinos (Fu et al., 2016), mostram ser um
caminho para idetificar os principais genes e proteinas regulatorios relacionados a maturagdo in vitro dos
odcitos, definindo assim biomarcadores da competéncia oocitaria. Recentemente em bubalinos, buscou-se
estabelecer uma correlag@o entre a colorag@o azul cresil brilhante (ACB) das células do COCs, a expressao de
genes marcadores nestas células e a subsequentemente produgdo de embrides in vitro (Bhardwaj et al., 2016).
Neste estudo, os autores puderam identificar os odcitos mais competentes e definir, para a espécie bubalina,
genes que determinam a maior competéncia oocitdria. Métodos rapidos e precisos como estes parecem ser o
caminho para identificacao e selecdo de odcitos que seguramente possuem maior habilidade de desenvolvimento.

Consideracoes finais

Embora nos ultimos anos tenha sido obtido sucesso na produgéo in vitro de embrides de bubalinos, os
resultados ainda sdo bem inconsistentes e inferiores a produgdo in vitro obtida em bovinos. A extrapolagdo da
maioria dos protocolos utilizados rotineiramente em bovinos para bubalinos consiste um empecilho para que se
tenha melhores resultados de PIVE em bufalos. A diferenca entre as espécies ¢ consideravel e precisa ser
respeitada durante o processo de produgao in vitro de embrides.

Diante disso, se torna essencial o estudo aprofundado das diversas etapas envolvidas na producdo de
embrides em bufalos, desde a recuperagdo dos oocitos até o cultivo in vitro, passando pela maturacido e
fertilizagdo in vitro. Para isso se faz necessario o aperfeicoamento de métodos para avaliagdo da maturacao,
sobretudo a citoplasmatica, tanto de odcitos imaturos quanto maturos, para que sejam selecionados os o6cito
mais competentes e comprove a eficiéncia dos meios MIV utilizados. O desenvolvimento de metodologia
moleculares mais recentes, como andlise protedmica e quantificacdo da expressdo génica, se mostram como
alternativas potenciais para determinag¢do da competéncia oocitaria. Acredita-se que a partir disso, poderdo ser
adotados protocolos ¢ sistemas especificos para a PIVE em bubalinos, proporcionando melhores resultados e
viabilizando a produg@o de embrides em larga escala.

Assim, mesmo que existam limitagdes inerentes a espécie para estudo da produgao in vitro de embrides,
como a baixa taxa de recuperagdo dos odcitos, baixa frequéncia de abate de animais nos frigorificos e a
sazonalidade reprodutiva, a compreensdo das modificacdes celulares e necessidades dos embrides bubalinos
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durante seu desenvolvimento in vitro é fundamental para obtengdo de melhores resultados.
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