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Resumo

Nos tultimos anos a biotécnica de producdo in vitro de embrido (PIVE) em bubalino passou por
importantes modificagdes, possibilitando a sua aplicagdo ao nivel comercial. Entretanto, a taxa de producgdo de
embrido por doadora ainda ¢ muito baixa, refletindo diretamente no custo da prenhez, o qual é cerca de 3-4 vezes
mais elevado que aquele observado em bovino zebuino. Essa baixa taxa de embrido ocorre em funcdo de varios
fatores, dentre os mais importantes podemos citar os fatores intrinsecos relacionados aos animais, como a baixa
quantidade e qualidade dos odcitos obtidos por doadora; mas também a fatores extrinsecos, como a falta de
meios de cultivo especificos para o oocito/embrido da espécie, as deficiéncias nas condi¢des de manejo
(nutricional e sanitario). Portanto, para a aplicacdo comercial mais abrangente, ¢ necessario baixar o custo da
prenhez, bem como, disponibilizar animais de comprovada produtividade (teste de progénie) para utilizacdo em
programas de PIVE e que do ponto de vista custo / beneficio compense a utilizagdo dessa técnica.

Palavra chave: bufalo, embrido, cultivo in vitro.
Abstract

In recent years, the biotechnology of in vitro embryo production (IVP) in buffalo has undergone a great
improvement, allowing its application at the commercial level. However, the rate of embryo production per
donor is still very low, reflecting directly on the cost of pregnancy that is about 3-4 times higher than zebu cattle.
This low embryo rate occurs due to several factors. Among the most important are the intrinsic factors related to
the animals such as the low quantity and quality of the oocytes obtained by the donor, but also to extrinsic
factors such as the lack of specific culture media for the oocyte/embryo, and deficiencies in the management
conditions, that could be nutritional or sanitary. Therefore, for the expansion in commercial application, it is
necessary to reduce the cost of pregnancy, as well as to provide animals of proven productivity (progeny test) for
use in PIVE programs and that from the cost / benefit point of view compensate the use of a high cost technique
such as PIVE.
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Introducao

A produgdo in vitro de embrido (PIVE) na espécie bubalina s6 recentemente saiu da fase académica
experimental e alcancou o nivel comercial (Saliba, 2013; In vitro, 2016), apesar das muitas dificuldades,
principalmente em funcdo das taxas de embrides produzidos por doadora aspirada ainda serem baixas refletindo
diretamente no custo da prenhez, que € cerca de 3 a 4 vezes mais alto que em bovino zebuino.

Tais limitagdes se devem a fatores intrinsecos relacionados as caracteristicas reprodutivas da espécie
bubalina, mas também a fatores extrinsecos que dizem respeito, por exemplo, as condi¢des de manejo, técnica de
aspiragdo folicular, condi¢des de cultivo in vitro dos 06citos e embrides e sincronizagdo das receptoras, uma vez
que a maioria das técnicas foram simplesmente adaptadas do bovino, e ndo desenvolvidas de acordo com as
necessidades especificas da espécie bubalina, permitindo que em algumas etapas do processo, como por
exemplo, as diferengas nas dosagens hormonais dos protocolos de sincronizagdo de cio das fémeas receptoras,
influencie negativamente os resultados, principalmente, quando comparada com o sucesso da PIVE na espécie
bovina zebuina.
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Principais limita¢cées da PIVE em bubalinos

Inimeros sdo os fatores que influenciam a PIVE em bubalino, entretanto, listaremos a seguir as que
consideramos de maior importancia para o sucesso de um programa de natureza comercial que sdo: quantidade e
qualidade dos odcitos, selegdo das doadoras de odcitos, meios de cultivo de o6citos/embrides, manejo e nutricdo
animal.

Quantidade e qualidade dos odcitos

Sabemos que um dos fatores decisivos para o sucesso da PIVE ¢ o nimero de foliculos antrais
disponiveis para a aspiragdo folicular (AF), numero este que esta intimamente relacionado as caracteristicas
reprodutivas da espécie e que no caso dos bubalinos apresentam um baixo nimero de foliculos antrais,
semelhante a espécie taurina (Gimenes, 2010; Sartori e Barros, 2011; Baldrighi et al., 2014) e cerca de duas
vezes menos (Tab. 1) que em animais zebuinos (Bos indicus) (Ohashi et al., 2003; Gimenes, 2010). Entretanto,
ndo apenas a quantidade de oocitos obtidos por AF ¢ menor, como também a qualidade dos odcitos viaveis para
PIVE ¢ inferior. Essas caracteristicas tém como conseqiiéncia uma menor taxa de blastocisto ¢ menor taxa de
prenhez por AF/Doadora (Tab. 2) resultando na elevagdo do custo da gestagdo na referida espécie. A aplicagdo
do hormdnio somatotropina bovina tem sido aplicada em bufalas visando a obten¢ao de maior nimero de o6citos
de melhor qualidade (competentes)(Sa Filho et al., 2009). Entretanto Ferraz et al. (2015) obtiveram melhora na
quantidade e na qualidade dos odcitos, mas paradoxalmente, obtiveram menor taxa de embrido comparado ao
grupo controle que ndo recebeu o hormoénio.

No periodo de 2001 a 2005, desenvolvemos projetos de PIVE em parceria com fazendas de criagdo de
Nelore (Bos indicus) e bubalinos, onde foram utilizados para bubalino os mesmos protocolos (meios de cultivo,
sincronizagdo das vacas receptoras, etc.) desenvolvidos para bovino (Tab. 2).

Nestes trabalhos observamos que em Nelore foram obtidos 12,3 o6citos/doadora e em bufalas 5,1, com
taxa de embrido de 1,14 e 0,18 embrido/doadora para a espécie zebuina e bubalina, respectivamente. Verifica-se
que a espécie zebuina produziu cerca de seis vezes mais embrides do que a espécie bubalina, evidenciando o fato
de que o menor nmimero e a baixa qualidade dos o6citos acarretaram consequentemente a um menor nimero de
embrides por doadora, fato que torna evidente que na espécie bubalina ha uma maior dificuldade de se produzir
embrido pelo processo de PIVE, influenciando desta forma no custo da prenhez.

Entretanto, o que chamou a atengdo foi a taxa de prenhez, onde ndo se obteve nenhuma prenhez em
bubalinos, enquanto que no bovino a taxa foi de 42,6%. Este resultado deveu-se, muito provavelmente, dentre
outros fatores, ao uso do protocolo bovino para a sincronizagdo das receptoras bubalinas, que hoje sabemos ser
diferente da do bovino, especialmente em relacdo a dosagem hormonal. Na ocasido foi usado um protocolo com
dispositivo contendo 1,9 g de progesterona que agora ja sabemos apresenta uma concentracdo muito alta para a
espécie bubalina. Por este motivo atualmente usa-se dispositivo de segundo e até terceiro uso, ou dispositivo
intravaginal novo, mas com concentracdo de progesterona com 1g ou menos.

Em uma meta analise, Suresh et al. (2009) analisando mais de 100 artigos publicados entre 1991 e 2008,
observaram valores médios de taxa de blastocisto ao redor de 20%, valores considerados baixo pelos autores,
resultado dentro dos pardmetros relatado no Brasil por Ferraz et al. (2015) onde as taxas variaram de 9,6 a
19,5%. No extremo oposto, Saliba et al. (2013), também em bubalinos no Brasil, relataram alta taxa de
blastocisto (44,9%). Em nosso projeto, até 0 momento, observamos taxa de blastocisto de 36,58 + 18,1%, com
grande variacdo de resultado como pode ser observado pelo desvio padrdo, sendo observada uma grande
variagdo individual nas doadoras e também entre touros utilizados como doadores de sémen, demonstrando a
necessidade da selecdo prévia da doadora e do touro para um bom resultado no processo de PIVE.

Em um estudo comparativo, Gimenes (2010) observou taxa de blastocisto em novilhas nelores, taurinas
e bubalinas de 28,3%, 14,1% e 10,2%, respectivamente, sendo relevante o fato de que as novilhas taurinas e
bubalinas apresentaram taxas semelhantes (P > 0,05), ou seja, bem abaixo do observado em zebuinos (P < 0,05%).
Essa maior taxa de blastocisto observada nos animais da espécie zebuina esta correlacionada diretamente com a
populagdo de foliculos antrais e consequentemente maior nimero de odcitos obtidos e utilizados para PIVE, a
qual na referida espécie ¢ cerca de duas vezes mais alta do que nos taurinos e bubalinos. Este fato explica o
sucesso dos programas de PIVE no Brasil, onde em sua maioria utilizam animais Bos indicus, especialmente da
raga Nelore (Sartori e Barros, 2011).

Tabelal - Média de foliculos e odcitos em ovario bovino e bubalino (Fonte: Ohashi et al. 2003).

Foliculos Odbcitos Cumulus Parcialmente

Animal Aspirados Recuperados Compacto 2-3 Camadas Desnudo Desnudo
Bufalo (n=53) 4,5+1,9° 22+1,1° 0,9 +0,8° 0,6 £0,5 0,2+0,3 0,3+04
Bovino (n=70) 8,7+5,9° 4,1+2,6° 2,9+23° 0,6 0,6 0,3+0,3 0,3+0,5

Sobrescritos diferentes na mesma coluna, indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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Tabela 2 - Dados comparativos de programas de produgdo in vitro de embrido bubalino e bovino (Nelore) em
duas fazendas no Estado do Pard no ano de 2005.

Animal  SessOes Vacas Oocitos Oocito/ Embrido/ Gestagdo
de asp. aspiradas recuperados animal animal

Bufala 20 103 (5 / aspiragdo) 533 5,1 19 (0,18 / bufala) nenhuma

Nelore 13 142 (11/ aspiracao) 1.746 12,3 162 (1,14 /vaca) 69 (42,6%)

Outro fator que deve ser considerado em um programa de PIVE ¢ a grande sensibilidade do o6cito
bubalino, pois em caso de transporte para o laboratério em garrafas térmicas, apds seis horas ocorre perda
significativa na taxa de fecundacdo e formacdo de blastocisto, enquanto que odcitos bovino, transportados nas
mesmas condi¢des, suportam entre 9 a 12 horas (Cordeiro, 2011). Entretanto, atualmente com o uso de
incubadoras portateis esse problema pode ser superado.

Selecio de doadoras com alta populagio folicular

Apesar da média da populagdo folicular disponivel para (AF) ser menor na espécie bubalina, em
comparagdo com a espécie zebuina (Gimenez, 2010, Baldrighi et al. 2014) sabe-se que sempre ha animais que
apresentam populag¢do de foliculos antrais acima da média. Portanto, baseado nos resultados de Burns et al.
(2005) que observaram que em bovinos a populacdo de foliculos antrais ¢ uma caracteristica de alta
repetibilidade, podemos utilizar essa caracteristica como método de selecdo de animais com alta populagio
folicular, como sugerido em bufalas por Gasparrini et al. (2014). Adicionalmente Cushman et al. (2009),
observaram alta correlagdo entre o tamanho ovariano e a contagem de foliculos antrais.

Baseado nesses fatos, acreditamos que seja possivel realizar um processo de selecdo e melhoramento
para bufalas com grande populacdo folicular visando aumentar a produgdo de embrido por AF/doadora, o que
pode contribuir para a diminui¢do do custo da prenhez e estabelecimento de uma linhagem de animais bubalinos
com alta taxa de foliculos ovarianos, disponibilizando deste modo, animais para programas de PIVE.

Nesse sentido, em 2016, iniciamos um projeto de PIVE onde foram selecionadas como doadoras de
odcitos apenas bufalas que apresentaram tamanho ovariano acima de 2,5 cm x 1,5 cm (comprimento x largura) e
que mostravam ao exame com ultrassom, um numero de foliculos antrais acima de dez por ovario, o que até o
momento, de 190 vacas examinadas, somente 28 foram selecionadas como doadoras (14,7%).

Os resultados preliminares desses animais em relagdo a foliculos aspirados, odcitos recuperados, taxa de
blastocisto e de prenhez estdo descritos na Tab. 3 e apresentam-se bem acima dos dados da Tab. 2, demonstrando
que o processo de sele¢do de doadoras de odcitos em bubalinos pode contribuir para aumentar o niimero de
odcitos vidveis e com isso melhorar as taxas de PIVE, e consequentemente, diminuir o custo da prenhez. A taxa
de 24% de prenhez ainda é baixa, mas para o inicio de programa consideramos aceitdvel, em funcdo dos
imprevistos e ajustes que se fazem necessarios em projetos dessa natureza, principalmente quando da saida da
condicao experimental académica para a aplicagdo a campo.

Tabela 3 - Resultados preliminares da aspira¢ao folicular (AF) de bufalas selecionadas por tamanho ovariano
acima de 2,5 cm x 1,5 cm (comprimento x largura) no Estado do Par4, Brasil.

Variavel Ne° Média / Doadora %
Amostral
Doadoras 28 - -
Sessoes de AF 61 - -
Foliculos aspirados 903 13,55 +5,3 -
Odcitos recuperados 549 7,75 +£5,1 57,65
Odcitos selecionados para FIV 365 5,11+3,4 65,93
Embrides produzidos 39/61 - 10,68
Embrides transferidos 25 0,63 +0,1 -
Prenhezes 6/25 - 24,0

Meios de cultivo

O embrido bubalino apresenta algumas diferengas em relagdo ao embrido bovino, como por exemplo,
maior deposito de lipidios citoplasmaticos (Boni et al, 1992; Mondadori et al., 2010) e uma cinética de
desenvolvimento mais acelerada, permitindo que o embrido bubalino alcance o estdgio de blastocisto aos 5,5 a 6
dias, portanto, mais precoce que o embrido bovino, o qual chega ao mesmo estagio no sétimo/oitavo dia.

Isso demonstra que o embrido bubalino metabolicamente ¢ diferente do embrido bovino, havendo,
portanto a necessidade do desenvolvimento de meios de cultivo especificos para atender as caracteristicas
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metabolicas do referido embrido (Takahashi et al. (1992) e nesse sentido, varias substancias foram testadas no
meio de cultivo de odcito e embrido bubalino.

Por exemplo, sabemos que o consumo de glicose em bovino e camundongo torna-se necessaria apos a
fase de transi¢@o da ativagdo do genoma materno para embrido (Thompson et al., 1992), entretanto em bubalino,
segundo Kumar et al. (2012, 2013) a alta concentra¢do de glicose (5,6 mM) € necessaria durante todo o processo
de PIVE, obtendo-se melhor resultado quando o cultivo ¢ realizado sob baixa concentracdo de O, (5%) (Kumar
et al., 2015). Contudo, a taxa de blastocisto obtida pelos referidos autores com a alta concentracao de glicose foi
de 20%, a qual ndo difere da taxa média mundial citada por Suresh et al. (2009). Portanto, essa concentracdo de
glicose deve ser melhor avaliada na PIVE bubalino.

Outro passo determinante para melhorar a quantidade e qualidade do embrido bubalino produzido in
vitro foi a adicdo de substancias com propriedades anti-oxidantes, principalmente a cisteamina, que quando
adicionada somente no meio de maturacdo (Gasparrini et al., 2000; Gasparrini et al., 2003), ou adicionada ao
meio de maturagédo ¢ de cultivo embrionario melhoraram néo s6 a taxa de maturacdo oocitaria como a qualidade
dos embrides produzidos (Anand et al., 2008). Outras substincias como a taurina ¢ a melatonina, que atuam
também como antioxidante foram utilizadas nos meios de maturagdo e cultivo embrionario melhorando as taxas
de maturacdo e de embrides transferiveis em bubalino (Manjunatha et al., 2009). A adicdo de fatores de
crescimento, tais como o IGF e EGF, também demonstrou sua importancia na melhora do processo de PIVE em
bubalino, principalmente, quando combinado com antioxidante. Singhal (et al. 2009) relataram taxa de 52,2% de
blastocisto quando a maturagdo oocitaria foi realizada com IGF e cisteamina contra 7,7% quando foi realizada
com EGF e beta-mercaptoetanol.

Atualmente, esta sendo testado em cultivo de embrido bubalino, meio condicionado com células tronco,
com resultado promissores (Bhardwaj et al. 2016) que segundo os autores, deve-se ao fato de que essas células
produzem fatores de crescimento que atuam no metabolismo embrionario.

Condigdes de manejo

Tendo em vista que encontramos bubalinos sendo criados nos mais diversos ambientes, como no clima
tropical amazonico, ¢ em regides de clima frio como o Canadd, Alemanha, Holanda, etc, deve-se levar em
consideracdo as caracteristicas climaticas e ambientais regionais, especialmente as caracteristicas extremas,
como a alta temperatura, umidade e radiagdo solar do clima amazonico bem como o extremo frio dos paises
como Canada, onde além do frio, deve ser levado em conta o fato do bufalo apresentar, em regides com esta¢des
climaticas bem definidas, a reprodugdo em estagdes de dias curtos (outono e inverno).

A pequena populacdo de foliculos antrais disponiveis por ciclo, ¢ uma caracteristica da espécie, ja
demonstrada por Gimenes (2010), entretanto segundo Evans et al. (2012) e Mossa et al. (2013), a condicao
nutricional da mae no periodo gestacional interfere na foliculogénese ovariana fetal, com conseqiiente
diminui¢do da populagdo folicular ovariana que por sua vez refletirda em uma menor populagdo de foliculos
antrais na fase adulta do animal. Este fato chama a atengao, tendo em vista que em nossa experiéncia de campo
observamos que nas fazendas que trabalham com criagdo de bubalinos visando a producado de leite, quase sempre
ndo ¢é feito o manejo nutricional adequado dos animais, especialmente das bufalas em produgéo leiteira, bem
como dos bezerros(as) o que pode contribuir ainda mais para a menor populagio folicular das bufalas oriundas
desse manejo inadequado. Portanto ¢ necessario mais estudos para verificar o quanto dessa menor populagdo
folicular estd relacionado a caracteristica da espécie e quanto o ambiente nutricional na gestacdo esta
influenciando nessa caracteristica, baseado na equacdo de que fendtipo = gendtipo + ambiente.

Consideracoes finais

O grande avanco e aperfeicoamento no processo de PIVE em bubalino observado atualmente, deve-se
dentre os varios fatores, especialmente aos avangos em relacdo aos meios e condi¢gdes de cultivo como o uso de
fatores de crescimento, antioxidante, etc., que talvez ainda ndo sejam o ideal, mas que ajudaram em muito a
melhorar a quantidade e a qualidade embrionaria. Outro fator imprescindivel para melhorar quantitativamente o
processo de PIVE ¢ a selegdo prévia dos animais doadores baseado no tamanho ovariano e na populagdo
folicular, bem como, o desenvolvimento e definicdo de protocolos de sincronizagdo de cio das receptoras
especificos para bubalinos. Em conjunto, esses fatores poderdo diminuir o custo da prenhez na espécie bubalina
viabilizando o seu uso em uma escala comercial mais abrangente.
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