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Resumo 
 

Em animais domésticos, a escassez de informações sobre os fatores que regulam as diferentes etapas da 
foliculogênese, bem como das condições necessárias para o crescimento e maturação oocitária in vitro são as 
principais causas que limitam a produção in vitro de embriões, usando folículos pré-antrais como doadores de 
oócitos.  Esta revisão destaca a importância da biotécnica de manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-
antrais (MOIFOPA) para entender a foliculogênese ovariana e aumentar a produção de embriões in vitro. 
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Abstract 
 

In domestic animal, the limited knowledge on the regulation of different steps of folliculogenesis as well 
as on the required conditions for oocytes to undergo proper growth and maturation in vitro are major causes of 
the failure in producing embryos in vitro, using preantral follicles as oocyte donors. This review highlights the 
importance of the biotechnique of manipulation of oocytes enclosed in preantral follicles (MOEPF) to 
understand ovarian folliculogenesis and to increase embryo production in vitro.  
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Introdução 
 

A utilização e o desenvolvimento de biotécnicas da reprodução animal são condições indispensáveis 
para o aumento da eficiência produtiva dos rebanhos. Neste sentido, especialmente no tocante a ruminantes 
domésticos, biotécnicas como a inseminação artificial, fecundação in vitro (FIV) e a transferência de embriões 
vêm sendo utilizadas com sucesso. Outras biotécnicas estão em fase de desenvolvimento e são objetos de 
intensas pesquisas, atualmente. Nesse grupo, pode-se incluir a clonagem e a manipulação de oócitos inclusos em 
folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA). 

Para a maximização do potencial reprodutivo, especialmente de fêmeas domésticas, é importante 
estudar a foliculogênese a fim de se compreender os mecanismos e fatores envolvidos nesse evento. Desta 
forma, a biotécnica de Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), que 
visa a recuperação de um grande número de oócitos inclusos nos folículos pré-antrais (FOPA) e cultivo in vitro 
até sua completa maturação, é uma ferramenta importante para estudar a foliculogênese, testando e avaliando o 
efeito de diferentes substâncias (gonadotrofinas, fatores intra-ovarianos) no cultivo in vitro. Além disso, tal 
biotécnica é uma alternativa para o fornecimento de milhares de oócitos viáveis, inclusos em FOPA em diversos 
estádios de desenvolvimento, para as biotécnicas de fecundação in vitro e clonagem (Telfer, 1996), contribuindo 
assim para a produção in vitro de embriões em larga escala. 

Visando facilitar a compreensão da importância desta biotécnica para a foliculogênese e produção de 
embriões in vitro, bem como, demonstrar como ela se inserirá no futuro, no contexto da reprodução animal, este 
artigo fará uma breve abordagem sobre os folículos ovarianos pré-antrais (FOPA), enfatizando a classificação e 
destino no interior dos ovários. Em seguida será discutida a importância do estudo da população de FOPA 
isolados in vitro, as principais técnicas de isolamento, a etapa de conservação (resfriamento ou congelação) de 
FOPA, sistemas de cultivo in vitro de FOPA, importância da MOIFOPA para a compreensão da foliculogênese e 
para produção de embriões em larga escala. Finalmente, serão discutidas as perspectivas de utilização da 
biotécnica de MOIFOPA na reprodução de animais domésticos, silvestres e em perigo de extinção. 
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Folículos ovarianos: definição, tipos e destino 
 

O folículo é a unidade morfofuncional do ovário, sendo constituído por um oócito circundado por 
células somáticas (células da granulosa e tecais). De acordo com o grau de evolução, os folículos podem ser 
divididos em: a) folículos pré-antrais ou não cavitários e b) folículos antrais ou cavitários. Os FOPA representam 
cerca de 90 a 95% de toda população folicular e, desta forma, armazenam a grande maioria dos oócitos presentes 
em ovários mamíferos. Na categoria de folículos pré-antrais são incluídos os folículos primordiais, 
intermediários, primários e secundários.  

O ovário mamífero contém milhares de oócitos inclusos em folículos pré-antrais. Entretanto, a grande 
maioria destes folículos (99,9%) não chega até à ovulação, mas ao contrário, é eliminada por meio de um 
processo conhecido por atresia folicular.  
 

Manipulação de Oócitos Inclusos em FOPA – MOIFOPA 
 
Conceito 
 

A MOIFOPA é uma biotécnica que consiste 1) no isolamento ou resgate de folículos pré-antrais a partir 
de ovários, 2) na conservação visando a estocagem por um curto (resfriamento) ou longo (congelação) período e 
3) no cultivo folicular que tem como finalidade promover o crescimento, maturação e fecundação in vitro dos 
oócitos previamente inclusos em FOPA. A seguir será descrito a importância da MOIFOPA. 
 
Importância 
 

Apesar do desenvolvimento de folículos antrais, notadamente em bovinos, ter sido amplamente descrito, 
informações concernentes à fisiologia dos folículos pré-antrais são escassas. É sabido de estudos histológicos, 
que os folículos primordiais são ativados e transformam-se, sucessivamente, em folículos intermediários, 
primários e secundários. Entretanto, não são conhecidos com exatidão os fatores que promovem ou inibem a 
ativação dos folículos primordiais, bem como aqueles implicados no controle do crescimento de folículos 
primários e secundários. Em resumo, comparada à fase antral, a fase pré-antral compreende um período obscuro 
e pouco conhecido da foliculogênese sendo, portanto, um vasto campo para investigações científicas. 

Tendo em vista que as biotécnicas ligadas à reprodução têm como finalidade geral o aumento da 
eficiência reprodutiva dos rebanhos, será considerada agora a eficácia do ovário como uma “máquina” produtora 
e liberadora de óvulos. O ovário mamífero contém milhares de oócitos, inclusos em sua maioria (cerca de 90%) 
nos folículos pré-antrais. Apesar deste enorme capital oocitário, uma ínfima proporção destes oócitos (cerca de 
0,1%) será ovulada e, conseqüentemente, poderá ter alguma possibilidade de ser fecundado. Conforme o exposto 
acima, considerando-se o fato de que a quase totalidade dos oócitos será eliminada pelo processo de atresia, caso 
eles permaneçam no interior dos ovários, a biotécnica de MOIFOPA se fundamenta em dois objetivos principais, 
a saber: 1) resgatar ou isolar os FOPA a partir dos ovários antes que eles se tornem atrésicos, 2) cultivar os 
FOPA e, conseqüentemente, os oócitos imaturos neles inclusos, até o estádio de maturação, prevenindo-os da 
atresia e 3) proporcionar a produção de embriões em larga escala. 

A biotécnica de MOIFOPA é de grande importância tanto para a pesquisa fundamental ou básica, 
quanto para a reprodução animal. No tocante à pesquisa fundamental, esta biotécnica poderá contribuir para 
elucidação dos mecanismos implicados na foliculogênese na fase pré-antral. Nesse caso, os FOPA isolados do 
ambiente ovariano, bem como da influência endócrina, nutricional e sanitária comum no organismo animal, 
poderão ser cultivados in vitro em presença de diferentes substâncias conhecidas (matriz extracelular, 
hormônios, fatores de crescimento, carboidratos, aminoácidos, etc.), cujo efeito individual ou associado poderá 
ser avaliado e controlado em diversos experimentos. Os resultados oriundos desses experimentos permitirão a 
elucidação dos mecanismos envolvidos tanto na ativação dos folículos primordiais, quanto no crescimento de 
folículos primários e secundários. 

Referente à reprodução animal, no futuro, o isolamento de milhares de FOPA a partir de um único 
ovário e o posterior cultivo in vitro dos oócitos neles inclusos até o estádio de maturação, poderá contribuir para 
a multiplicação de animais de alto valor zootécnico ou em via de extinção. Este objetivo será alcançado através 
do fornecimento de um grande número de oócitos oriundos de um mesmo animal, que seriam crescidos e 
maturados in vitro, e utilizados posteriormente nas biotécnicas de FIV e clonagem. O fornecimento de uma 
população homogênea de oócitos oriundos de um mesmo animal proporcionado pela biotécnica de MOIFOPA 
contribuirá também para a padronização de técnicas, como a clonagem, FIV e transgênese, uma vez que serão 
utilizados uma população de oócitos em um mesmo estádio de desenvolvimento e de mesma origem. Uma outra 
conseqüência imediata desta nova biotécnica é a congelação de FOPA isolados ou in situ (no interior de tecido 
ovariano) a qual poderia ter uma importância capital na constituição de bancos de germoplasma animal que 
visaria a conservação de oócitos de animais de alto valor zootécnico e/ou em perigo de extinção Isolamento de 
FOPA. 
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No laboratório, a utilização de FOPA para criopreservação e/ou cultivo in vitro no âmbito das pesquisas 
fundamental e aplicada (futuro) é precedida do emprego de métodos eficazes que permitam o isolamento de um 
grande número de FOPA a partir dos ovários. Para o isolamento de FOPA podem ser utilizados métodos 
mecânicos e/ou enzimáticos. Na literatura, os primeiros registros de estudos de FOPA isolados, respectivamente, 
em animais de laboratório (Grob, 1964; camundongo) e domésticos (Figueiredo et al., 2002; bovinos) ocorreram 
nas décadas de 60 e 90 utilizando-se procedimentos enzimáticos e mecânicos, respectivamente. O princípio dos 
métodos de isolamento folicular consiste na dissociação ou separação dos folículos pré-antrais dos demais 
componentes do estroma ovariano (fibroblastos, fibras colágenas e elásticas, fibronectina, etc.) utilizando-se para 
isto, instrumentos mecânicos associados ou não aos químicos ou enzimáticos. Nos procedimentos mecânicos, os 
equipamentos mais comumente utilizados são o tissue chopper, míxer, tesouras cirúrgicas, pequenos fórceps e 
agulhas dissecantes. Referente aos procedimentos enzimáticos, as enzimas proteolíticas mais utilizadas são a 
colagenase, tripsina e pronase, sendo a primeira empregada na maioria dos trabalhos.  

Métodos enzimáticos de isolamento de folículos pré-antrais foram descritos não apenas em animais de 
laboratório (camundongo, rato, hamster, coelho), mas também em suínos, gatos, fetos bovinos, ovinos e 
humanos. Em contraste aos procedimentos enzimáticos, métodos mecânicos têm sido mais comumente usados 
para o isolamento de folículos pré-antrais de ovários bovinos, caprinos, ovinos e felinos. Os resultados obtidos 
de diferentes trabalhos demonstram que independente do tipo de procedimento (mecânico ou enzimático) podem 
ser isolados milhares de folículos pré-antrais por ovário. Diante do exposto, conclui-se que, devido à grande 
eficiência dos métodos disponíveis, a obtenção de um grande número de oócitos inclusos em folículos pré-
antrais isolados não constitui um empecilho para o desenvolvimento da biotécnica de MOIFOPA. Para maiores 
detalhes sobre isolamento ver Figueiredo et al., 2002. 

 
Conservação (resfriamento ou congelação) de FOPA 
 

Conforme observado, é possível recuperar milhares de FOPA a partir de um único ovário por meio de 
técnicas de isolamento folicular. No entanto, torna-se difícil a manutenção da qualidade folicular após remoção e 
transporte dos ovários, uma vez que geralmente os animais doadores de ovários se encontram distantes dos 
laboratórios de reprodução. Além disso, após isolados do ambiente ovariano, torna-se impossível a manipulação 
de um grande número destes folículos momentos após, ou mesmo, no mesmo dia em que são extraídos do ovário 
sem ter a sua viabilidade comprometida antes do cultivo in vitro. Por esta razão, torna-se fundamental o 
desenvolvimento de protocolos de conservação (resfriamento e/ou congelação), nos quais os FOPA poderiam ser 
mantidos a temperaturas entre 4 e 20 °C (resfriamento) ou – 196 °C (congelação), no interior do tecido ovariano.  

Especificamente com relação à congelação de tecido ovariano, ela pode oferecer benefícios 
significativos para a reprodução de mulheres e animais, bem como a produção de animais científica, genética e 
economicamente importantes, por meio da utilização do material genético que poderá ser preservado em bancos 
de germoplasma após a morte dos mesmos. A etapa de conservação pode ser essencial para o sucesso da 
biotécnica de MOIFOPA que tem como objetivo isolar e cultivar, até a sua maturação completa, um grande 
número de FOPA in vitro. Devido às dificuldades observadas no cultivo in vitro de FOPA isolados do tecido 
ovariano (Abir et al., 1999; Santos et al., 2006b) ou mesmo in situ (Santos et al., 2006b), a congelação de 
fragmentos ovarianos permitiria a sua conservação até que fossem desenvolvidos protocolos eficientes de cultivo 
in vitro. Neste sentido, o tecido ovariano de cabras (Rodrigues et al., 2004a,b), ovelhas (Amorim et al., 2003 a,b; 
Santos et al., 2006a) e vacas (Lucci et al., 2004) tem sido congelado na presença de diferentes agentes 
crioprotetores, os quais têm por finalidade proteger as células contra as crioinjúrias. 

 
Sistemas de cultivo in vitro de FOPA 
 

In vivo, vários componentes produzidos endócrina e localmente podem estimular a neovascularização 
ou inervação dos pequenos folículos, os quais proporcionam nutrientes, citocinas, hormônios e substâncias 
neuropeptidérgicas. Esses fatores parecem ser necessários para a sobrevivência dos folículos e início do 
crescimento folicular (van den Hurk e Zhao, 2005). Os fatores que regulam o crescimento de folículos pré-
antrais de ruminantes ainda são pouco compreendidos. Estudos realizados in vitro têm demonstrado que o 
crescimento folicular é afetado por muitos fatores, os quais raramente atuam independentemente (Williams, 
1990). 

Diferentes sistemas de cultivo têm sido desenvolvidos visando estudar os fatores que controlam a 
foliculogênese, bem como promover o crescimento e a maturação oocitária associado com a multiplicação e 
diferenciação das células da granulosa (Hartshorne, 1997). Em roedores, a pequena dimensão dos ovários 
possibilita o cultivo do órgão inteiro, o que tem sido bastante útil para o estudo da foliculogênese inicial em 
pequenos mamíferos (Fortune, 2003). O’Brien et al. (2003) obtiveram grande sucesso com a ativação de 
folículos primordiais in vitro e este modelo tem sido utilizado por diferentes grupos de pesquisadores. Por outro 
lado, em animais domésticos de médio e grande porte, devido às grandes dimensões dos ovários, não é possível 
utilizar este modelo. Para estes animais, o cultivo de pequenos fragmentos de córtex ovariano, rico em folículos 
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primordiais, tem sido realizado para o estudo da ativação e crescimento de folículos primários caprinos (Silva et 
al., 2004a), bovinos (Braw-Tal e Yossefi, 1997), babuínos (Wandji et al., 1997) e humanos (Hovatta et al., 
1997). O cultivo de pequenos fragmentos de córtex ovariano tem a vantagem de manter o contato celular e 
facilitar a perfusão do meio para o tecido ovariano (Telfer, 1996). Entretanto, neste tipo de modelo, observa-se 
que a grande maioria dos folículos progride para o estádio de folículo primário, mantendo-se viável por até 20 
dias (Wandji et al., 1997), ao passo que poucos progridem para o estágio de folículo secundário.  

Os folículos primários e secundários podem ser isolados e cultivados individualmente. Desta forma, 
métodos mecânicos têm sido desenvolvidos para isolar um grande número de folículos intactos de ovários de 
cabras (Lucci et al., 1999), ovelhas (Cecconi et al., 1999), vacas (Figueiredo et al., 1993), ratas (Zhao, 2000) e 
camundongas (Lenie et al., 2004). Uma vez isolados, os folículos podem ser cultivados na sua forma intacta, 
para o estudo dos efeitos in vitro de hormônios e fatores de crescimento nos folículos primários ou secundários 
(Silva, 2005). Os principais sistemas realizam o cultivo dos folículos diretamente sobre o suporte de plástico, 
sobre uma matriz de colágeno ou inclusos em gotas de colágeno (Demeestere et al., 2005). 
 

Importância da MOIFOPA para compreensão da foliculogênese 
 
Nos últimos anos, a biotécnica de MOIFOPA tem contribuído de forma decisiva para a compreensão 

dos fatores que controlam a foliculogênese. Vários estudos com cultivo in vitro de FOPA demonstraram 
hormônios, fatores de crescimento e peptídeos que estão envolvidos no controle do desenvolvimento, dentre os 
quais podemos destacar: o hormônio folículo estimulante (FSH), o fator de crescimento e diferenciação 9 (GDF-
9), fatores de crescimento semelhantes à insulina 1 e 2 (IGFs 1 e 2), kit ligand (KL), fator de crescimento 
epidermal (EGF), proteínas morfogenéticas ósseas 4, 7 e 15 (BMPs 4, 7 e 15), fator de crescimento fibroblástico 
(FGF), fator de crescimento endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de queratinócitos (KGF), ativina e 
peptídeo intestinal vasoativo (VIP).  

O hormônio gonadotrófico FSH é um crítico regulador da função ovariana, estando envolvido na 
estimulação da proliferação celular, síntese de esteróides e expressão de receptores para EGF e hormônio 
luteinizante (LH). Recentemente, Matos et al. (2007a) demonstraram que 50 ng/ml de FSH promove crescimento 
de folículos primordiais e garante a manutenção da viabilidade folicular. Durante cultivo de pequenos folículos 
pré-antrais (30-70 mm) bovinos, o FSH promoveu um aumento do diâmetro folicular (Hulshof et al., 1995). Após 
seis dias de cultivo na presença de FSH, folículos primários e secundários (60-179 mm), isolados 
enzimaticamente de ovários de fetos bovinos, aumentaram o diâmetro, a sobrevivência folicular, bem como a 
secreção de progesterona e estradiol, (Wandji et al., 1996). Gutierrez et al. (2000) isolaram folículos secundários 
bovinos e, após cultivo de 28 dias, observaram que o FSH promoveu o crescimento folicular e aumentou as taxas 
de formação de antro.  

Com relação aos fatores de crescimento, o GDF-9 é um fator que estimula o crescimento de folículos 
primários, por meio da proliferação de células da granulosa e da teca, promovendo assim a transição folicular do 
estádio de primário para secundário (ratas: Nilson e Skinner, 2002, humanos: Hreinsson et al., 2002). Wang e 
Roy (2004) demonstrou que o 10ng/mL de GDF-9 influencia a expressão de KL e estimula o crescimento de 
folículos primordiais, sendo que em altas doses (200 ng/mL) aumenta a proporção de folículos secundários de 
hamster. Recentemente, Silva et al. (2004b) demonstraram que o GDF-9 e os seus receptores estão expressos em 
todos os tipos de folículos ovarianos na espécie caprina.  

Outro fator importante é o IGF-1, pois quando adicionado ao meio de cultivo in vitro de folículos pré-
antrais, estimula o crescimento folicular em sinergia com o FSH (humanos: Louhio et al., 2000, bovinos: 
Gutierrez et al., 2000, ratos: Zhao et al., 2001, camundongos: Liu et al., 1998). Experimentos de Zhou e Zhang 
(2005) mostraram que o IGF-1 na concentração de 100 mg/L promove o crescimento e a viabilidade de oócitos 
inclusos em folículos pré-antrais caprinos. Em suínos, a utilização de 50 ng/mL de IGF-1 resulta em crescimento 
folicular, aumento da proliferação de células da granulosa e prevenção de apoptose em folículos pré-antrais 
cultivados por 4 dias na presença de soro. Em camundongos, o IGF-1, em diferentes concentrações (10, 50 e 100 
ng/mL) aumenta a esteroidogênese de folículos pré-antrais cultivados in vitro por 12 dias (Demeestere et al., 
2004).  

Já o KL, que também conhecido como fator stem cell, e o seu receptor c-kit, são importantes para a 
migração, proliferação e sobrevivência de células germinativas primordiais (Zama et al., 2005). Além disso, 
durante o cultivo in vitro, o KL estimula a ativação de folículos primordiais (Parrott e Skinner, 1999), 
crescimento e sobrevivência do oócito (Jin et al., 2005), proliferação das células da granulosa (Otsuka e 
Shimasaki, 2002), manutenção da competência meiótica (Ismail et al., 1997), recrutamento de células da teca e 
regulação da esteroidogênese (Hutt et al., 2006). Em caprinos, a proteína e RNAm para o KL foram expressos 
nas células da granulosa em todos os estádios de desenvolvimento folicular, bem como no corpo lúteo, superfície 
do epitélio ovariano e tecido medular (Silva et al., 2006a). A utilização do KL no cultivo in vitro de ovários de 
ratas recém nascidas, por 5 ou 14 dias, aumenta a percentagem de folículos em crescimento (Parrott e Skinner, 
1999), sugerindo um papel do KL na ativação de folículos primordiais.  

O EGF é um outro importante fator que regula a fisiologia ovariana (Jewgenow, 1996), incluindo 
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proliferação celular, diferenciação e esteroidigênese (Saha et al., 2000). Estudos in vitro mostraram que o EGF 
promove a proliferação das células da granulosa de folículos pré-antrais (suínos: Morbeck et al., 1993; roedores 
e humanos: Gospdarowicz e Bialecki, 1979), o aumento do diâmetro de folículos pré-antrais bovinos (Gutierrez 
et al., 2000), hamsters (Roy, 1993), camundongos (Boland e Gosden, 1994) e humanos (Roy e Kole, 1998), 
induz a transição de folículos suínos em estádio primário para secundário (Morbeck et al., 1993), reduz os níveis 
de atresia em folículos pré-antrais bovinos cultivados in vitro e promove a ativação de folículos primordiais 
ovinos e manutenção da viabilidade por até 6 dias de cultivo (Andrade et al., 2005). Quando testado em 
diferentes concentrações e em diferentes espécies, o EGF (10 ng/mL) adicionado ao meio de cultivo de folículos 
pré-antrais suínos, inibiu a apoptose das células da granulosa e levou a um aumentou da formação de antro (Mao 
et al., 2004), já quando testado para caprinos, o EGF (50 ng/mL) mostrou um  efeito estimulatório na viabilidade 
oócitária (Zhou e Zhang, 2005) e o EGF (100 ng/mL),  um efeito benéfico no crescimento de oócitos de folículos 
primários (Silva et al., 2004b). Em folículos antrais, o EGF tem mostrado estimular a maturação do oócito in 
vitro de diferentes espécies animais (Guler et al., 2000; Li et al., 2002; Prochazka et al., 2003) e humanos (Goud 
et al., 1998).  

Estudos in vitro, com as BMPs, mostraram que a BMP-4 promove a manutenção da viabilidade, bem 
como a ativação e crescimento de folículos primordiais de ratas (Nilsson e Skinner, 2003). Já a BMP-7 promove 
a ativação e crescimento de folículos primordiais, bem como aumenta a expressão de receptores para FSH 
durante o cultivo de ovários de camundongos (Lee et al., 2004). Durante o cultivo in vitro de células da 
granulosa de rata, foi observado que a BMP-7 modula a ação do FSH, no sentido de aumentar a produção de 
estradiol e inibir a síntese de progesterona (Shimasaki et al., 1999). Já com relação à BMP-15, estudos in vitro 
têm demonstrado que ele promove a proliferação das células da granulosa e estimula o desenvolvimento de 
folículos primordiais e primários em roedores, ou seja, é um importante regulador da mitose das células da 
granulosa e do desenvolvimento folicular inicial (Vitt et al., 2000; Fortune, 2003; Nilsson et al., 2002). A BMP-
15 tem um papel essencial nos estádios iniciais de desenvolvimento folicular (transição de primordial para 
primário), promovendo proliferação das células da granulosa e prevenindo diferenciação (Dong et al., 1996; Vitt 
et al., 2000). A ativina, que pertence a mesma família das BMPs, estimula o crescimento de folículos pré-antrais 
de bovinos (Hulshof et al., 1997) e de camundongos quando associado ao FSH (Liu et al., 1998). Além disso, Li 
et al. (1995) revelaram que esta substância aumentou o número de células da granulosa em mitose. Quando 
testada em caprinos, a ativina (10 ou 100 ng/mL) estimulou a ativação, crescimento e aumentou a percentagem 
de folículos morfologicamente normais (Silva et al., 2006b). 

O fator de crescimento fibroblástico-2 (FGF-2) é um importante regulador de várias funções ovarianas, 
tais como: mitose (Roberts e Ellis, 1999), esteroidogênese (Vernon e Spicer, 1994), diferenciação (Anderson e 
Lee, 1993) e apoptose (Tilly et al., 1992) das células da granulosa. Em gatas, a adição de 10 ng/mL de FGF-2 ao 
meio de cultivo aumentou a proliferação das células da granulosa de pequenos folículos pré-antrais (40 – 90 mm) 
(Jewgenow, 1996). O FGF-2 também se mostrou eficiente na ativação e crescimento de folículos primordiais e 
primários de ratas (Nilsson et al., 2001). Nuttinck et al. (1996) relataram que, em 48 h de cultivo, o FGF-2 (10, 
50 ou 100 ng/mL) aumenta a multiplicação das células da granulosa em pequenos folículos pré-antrais bovinos 
na ausência de FSH, atenuando a degeneração oocitária causada por esse hormônio. Em contraste, após 6 dias de 
cultivo in vitro, o FSH (100 ng/mL) e FGF-2 (50 ng/mL) apresentaram efeitos similares, ambos aumentando o 
diâmetro folicular e a multiplicação das células da granulosa bovinas (Wandji et al., 1996). Quando testado em 
caprinos, o FGF-2 (50 ng/mL) promoveu um aumento sinificativo dos folículos em desenvolvimento e 
manutenção da viabilidade folicular durante 5 dias de cultivo (Matos et al., 2007b). No tocante ao KGF, também 
conhecido como fator de crescimento fibroblástico 7 (FGF-7), algumas pesquisas demonstraram que este fator 
estimula a transição de folículos de folículos primordiais para primário, pois quando os ovários de ratas de 4 dias 
de idade foram cultivados na presença de 50 ng/mL houve um aumento na transição dos folículos primordiais 
para estádio subseqüente (Skinner, 2005). Já o VEGF, que é um dos fatores responsáveis pela angiogênese 
folicular, atua estimulando a mitose de células endoteliais e aumenta a permeabilidade vascular (Redmer e 
Reynolds, 1996). Estudos demonstraram que quando adicionado ao meio de cultivo in vitro, na concentração de 
50ng/ mL, atua inibindo a apoptose em células da granulosa(Shin et al., 2006). Já em bovinos, o VEGF (10 
ng/mL) estimula a transição de folículos primários para folículos secundários após 10 dias de cultivo (Yang e 
Fortune, 2007). 

No que se refere ao VIP, ele é considerado um neuropeptídeo que já foi identificado em fibras nervosas 
de folículos ovarianos de roedores (Ahmed et al., 1986), bovinos (Hulshof, 1994) e aves (Johnson et al., 1994). 
Estudos têm demonstrado que o VIP está envolvido na regulação da esteroidogênese (Zhong e Kasson, 1994), 
promove o acúmulo de AMPc (Heindel et al., 1996), estimula a produção do ativador do plasminogênio (Apa et 
al., 2002) e a maturação oócitária (Apa et al., 1997) e promove a sobrevivência das células da granulosa por 
inibir a apoptose (Lee et al., 1999). 

Conforme pode ser observado, a utilização da biotécnica de MOIFOPA contribui de forma decisiva para 
a compreensão da folículogênese, mostrando que o crescimento folicular é regulado por hormônios, fatores intra-
ovarianos e peptídeos. 

A influência de diferentes hormônios, fatores de crescimento e outros peptídeos sobre a ativação e 
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crescimento in vitro de FOPA é ilustrado na Tab. 1. 
 
Tabela 1. Influência de hormônios e fatores de crescimento sobre a ativação e crescimento in vitro de FOPA.  

Estágio folicular Efeito positivo Efeito negativo 
Primordial 

 
 
 
 
 

 
IGF-1 e 2 (p) 

GDF-9 (r) 
Insulina (r, b, p) 
Kit Ligand (r) 

FGF-2 (r) 
LIF (r) 
KGF (r) 

BMP-4 (r) 
BMP-7 (r) 
BMP-15 (r) 

 
IGF-1 (b) 
AMH (r) 

Primário 
 
 
 
 
 

 
FSH (r, p) 

GDF-9 (r, p, o) 
BMP-15 (o) 
FGF-2 (b) 
VEGF (b) 

Estradiol (b) 
EGF (r) 

TGF-b (r) 
Ativina (r) 

Andrógenos (p, b) 

 
AMH (b) 

Estradiol (r) 

Secundário 
 
 
 
 
 

 
FSH (r, p, b) 

GDF-9 (r, p, o) 
BMP-15 (o) 
FGF-2 (b) 

IGF-1 (r, b) 
KGF (r) 
LH (r) 
GH (r) 

Estradiol (b) 
EGF (r, b) 
TGF-b (r) 

Ativina (r, b) 
Andrógenos (p) 

 
FSH (r, b) 
IGF-1 (b) 
TGF-b (b) 
Ativina (r) 
AMH (r) 

 

Terciário   
(r) roedores, (b) bovinos, (p) primatas (o) ovinos 
Fonte: adaptado de Fortune (2003) 
 

Importância da MOIFOPA para a produção de embriões em larga escala 
 

Conforme já mostrado, a MOIFOPA é uma biotécnica capaz de recuperar milhares de folículos pré-
antrais a partir de um único ovário através do isolamento. Tais folículos são fonte de oócitos que podem ser 
destinados para a produção in vitro de embriões. Os estudos in vitro têm mostrado resultados bastante 
satisfatórios com animais de laboratório. Eppig e O’ Brien (1996) obtiveram o nascimento de um camundongo a 
partir de folículos primordiais crescidos, maturados e fecundados in vitro. Mais recentemente, esta mesma 
equipe aperfeiçoando o protocolo utilizado anteriormente, relatou a produção de embriões e o nascimento de 59 
camundongos saudáveis a partir de folículos pré-antrais cultivados, maturados e fecundados in vitro (O’Brien et 
al., 2003). Com relação aos estudos com espécies domésticas, os resultados mais satisfatórios foram com suínos 
onde chegou-se até o estádio de blastocisto após cultivo de folículos secundários, maturação e fecundação in 
vitro (Wu et al., 2001). Anteriormente, Hirao et al. (1994) obtiveram a ovulação in vitro a partir de folículos pré-
antrais isolados que cresceram e maturaram in vitro. No caso das outras espécies mamíferas, como por exemplo: 
bovinos, caprinos e ovinos, foi obtido a formação de antro a partir de folículos secundários isolados e cultivados 
in vitro (Gutierrez et al., 2000; Cecconi et al., 1999; Huamin e Yong, 2000). Diversas pesquisas com estas 
espécies estão atualmente priorizando o desenvolvimento de meios de cultivo eficientes que promovam a 
maturação de milhares de oócitos oriundos dos folículos pré-antrais, o que possibilitaria a produção em larga 
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escala de embriões de animais de alta produtividade.   
 

 
Considerações finais e perspectivas 

 
Conforme mostrado, a biotécnica de MOIFOPA tem contribuído para a compreensão da folículogênse, 

abrindo assim novas perspectivas para a produção em larga escala de embriões de animais geneticamente 
superiores. Folículos pré-antrais isolados de ovários de seres humanos, animais domésticos, silvestres e de 
laboratório podem ser cultivados in vitro em meios especiais permitindo um aumento da taxa de 
desenvolvimento folicular in vitro. Além disso, foram elucidadas as funções que vários hormônios e fatores de 
crescimento exercem durante o desenvolvimento folicular.  

Atualmente, a biotécnica de MOIFOPA vem sendo utilizada para a produção em larga de embriões de 
animais de laboratório, não sendo possível ainda à produção de embriões de animais domésticos. Entretanto, o 
rápido avanço da ciência, associado às facilidades crescentes de trocas de informações entre laboratórios do 
mundo inteiro, poderão resultar, em um futuro breve, no desenvolvimento de sistema de cultivo que permitam 
um excelente crescimento folicular com a preservação da viabilidade folicular. Isso possibilitará a utilização de 
oócitos oriundos da numerosa população de folículos pré-antrais isolados e crescidos in vitro, em programas de 
fecundação in vitro, clonagem e transferência de embriões, contribuindo à longo prazo para a multiplicação de 
animais de alto valor zootécnico e mesmo aqueles em via de extinção. À curto prazo, paralelamente ao estudo de 
crescimento folicular in vitro, uma alternativa é de desenvolver procedimentos de isolamento e congelação de 
folículos pré-antrais in vitro visando-se à utilização futura em sistemas de cultivo que apresentarem condições 
ótimas para o completo desenvolvimento folicular in vitro. Futuramente, com a utilização, na prática, da 
biotécnica de MOIFOPA, será factível o restabelecimento de populações de animais ameaçados de extinção a 
partir de pequenos números de fêmeas. 
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