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Resumo

Em animais domésticos, a escassez de informagdes sobre os fatores que regulam as diferentes etapas da
foliculogénese, bem como das condi¢es necessdrias para o crescimento e maturagdo oocitdria in vitro sdo as
principais causas que limitam a producdo in vitro de embrides, usando foliculos pré-antrais como doadores de
odcitos. Esta revisdo destaca a importancia da biotécnica de manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos pré-
antrais (MOIFOPA) para entender a foliculogénese ovariana e aumentar a produg@o de embrides 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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Introducio

A utilizagdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo animal sdo condi¢cdes indispensdveis
para o aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos. Neste sentido, especialmente no tocante a ruminantes
domésticos, biotécnicas como a inseminacdo artificial, fecundagdo in vitro (FIV) e a transferéncia de embrides
vém sendo utilizadas com sucesso. Outras biotécnicas estdo em fase de desenvolvimento e sdo objetos de
intensas pesquisas, atualmente. Nesse grupo, pode-se incluir a clonagem e a manipulagdo de odcitos inclusos em
foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA).

Para a maximiza¢do do potencial reprodutivo, especialmente de fémeas domésticas, € importante
estudar a foliculogénese a fim de se compreender os mecanismos e fatores envolvidos nesse evento. Desta
forma, a biotécnica de Manipulacido de Odécitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), que
visa a recuperagdo de um grande nimero de odcitos inclusos nos foliculos pré-antrais (FOPA) e cultivo in vitro
até sua completa maturagdo, é uma ferramenta importante para estudar a foliculogénese, testando e avaliando o
efeito de diferentes substancias (gonadotrofinas, fatores intra-ovarianos) no cultivo in vitro. Além disso, tal
biotécnica € uma alternativa para o fornecimento de milhares de odcitos vidveis, inclusos em FOPA em diversos
estiddios de desenvolvimento, para as biotécnicas de fecundacdo in vitro e clonagem (Telfer, 1996), contribuindo
assim para a producdo in vitro de embrides em larga escala.

Visando facilitar a compreensido da importincia desta biotécnica para a foliculogénese e producdo de
embrides in vitro, bem como, demonstrar como ela se inserird no futuro, no contexto da reprodu¢do animal, este
artigo fard uma breve abordagem sobre os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA), enfatizando a classificacio e
destino no interior dos ovarios. Em seguida serd discutida a importancia do estudo da populacdo de FOPA
isolados in vitro, as principais técnicas de isolamento, a etapa de conservagdo (resfriamento ou congelagdo) de
FOPA, sistemas de cultivo in vitro de FOPA, importancia da MOIFOPA para a compreensdo da foliculogénese e
para producdo de embrides em larga escala. Finalmente, serdo discutidas as perspectivas de utilizagdo da
biotécnica de MOIFOPA na reproducgdo de animais domésticos, silvestres e em perigo de extingdo.

'Palestra apresentada no XVII Congresso Brasileiro de Reprodugio Animal, 31 de maio a 02 de junho de 2007, Curitiba, PR.
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Foliculos ovarianos: defini¢io, tipos e destino

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovdrio, sendo constituido por um odcito circundado por
células somdticas (células da granulosa e tecais). De acordo com o grau de evolucdo, os foliculos podem ser
divididos em: a) foliculos pré-antrais ou ndo cavitdrios e b) foliculos antrais ou cavitarios. Os FOPA representam
cerca de 90 a 95% de toda populacio folicular e, desta forma, armazenam a grande maioria dos odcitos presentes
em ovdrios mamiferos. Na categoria de foliculos pré-antrais s@o incluidos os foliculos primordiais,
intermedidrios, primdrios e secunddrios.

O ovério mamifero contém milhares de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais. Entretanto, a grande

maioria destes foliculos (99,9%) ndo chega até a ovulagdo, mas ao contrdrio, é eliminada por meio de um
processo conhecido por atresia folicular.

Manipulacdo de Odcitos Inclusos em FOPA - MOIFOPA
Conceito

A MOIFOPA ¢ uma biotécnica que consiste 1) no isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais a partir
de ovdrios, 2) na conservagdo visando a estocagem por um curto (resfriamento) ou longo (congelacio) periodo e
3) no cultivo folicular que tem como finalidade promover o crescimento, maturaciio e fecundacdo in vitro dos
odcitos previamente inclusos em FOPA. A seguir serd descrito a importancia da MOIFOPA.

Importancia

Apesar do desenvolvimento de foliculos antrais, notadamente em bovinos, ter sido amplamente descrito,
informacGes concernentes 2 fisiologia dos foliculos pré-antrais sdo escassas. E sabido de estudos histolégicos,
que os foliculos primordiais sdo ativados e transformam-se, sucessivamente, em foliculos intermedidrios,
primdrios e secunddrios. Entretanto, ndo sdo conhecidos com exatiddao os fatores que promovem ou inibem a
ativacdo dos foliculos primordiais, bem como aqueles implicados no controle do crescimento de foliculos
primdrios e secunddrios. Em resumo, comparada a fase antral, a fase pré-antral compreende um periodo obscuro
e pouco conhecido da foliculogénese sendo, portanto, um vasto campo para investigagdes cientificas.

Tendo em vista que as biotécnicas ligadas a reproducdo t€m como finalidade geral o aumento da
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, serd considerada agora a eficicia do ovario como uma “méquina” produtora
e liberadora de 6vulos. O ovario mamifero contém milhares de odcitos, inclusos em sua maioria (cerca de 90%)
nos foliculos pré-antrais. Apesar deste enorme capital oocitario, uma infima proporc¢ao destes odcitos (cerca de
0,1%) sera ovulada e, conseqiientemente, poderd ter alguma possibilidade de ser fecundado. Conforme o exposto
acima, considerando-se o fato de que a quase totalidade dos odcitos serd eliminada pelo processo de atresia, caso
eles permanecam no interior dos ovérios, a biotécnica de MOIFOPA se fundamenta em dois objetivos principais,
a saber: /) resgatar ou isolar os FOPA a partir dos ovdrios antes que eles se tornem atrésicos, 2) cultivar os
FOPA e, conseqiientemente, os odcitos imaturos neles inclusos, até o estddio de maturagdo, prevenindo-os da
atresia e 3) proporcionar a produ¢do de embrides em larga escala.

A biotécnica de MOIFOPA ¢ de grande importancia tanto para a pesquisa fundamental ou bdsica,
quanto para a reproducdo animal. No tocante a pesquisa fundamental, esta biotécnica poderd contribuir para
elucidagdo dos mecanismos implicados na foliculogénese na fase pré-antral. Nesse caso, os FOPA isolados do
ambiente ovariano, bem como da influéncia enddcrina, nutricional e sanitdria comum no organismo animal,
poderdo ser cultivados in vitro em presenca de diferentes substincias conhecidas (matriz extracelular,
hormdnios, fatores de crescimento, carboidratos, aminodcidos, etc.), cujo efeito individual ou associado poderd
ser avaliado e controlado em diversos experimentos. Os resultados oriundos desses experimentos permitirdo a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos tanto na ativagdo dos foliculos primordiais, quanto no crescimento de
foliculos primarios e secundérios.

Referente a reproducdo animal, no futuro, o isolamento de milhares de FOPA a partir de um tnico
ovdrio e o posterior cultivo in vitro dos odcitos neles inclusos até o estddio de maturagdo, podera contribuir para
a multiplicacdo de animais de alto valor zootécnico ou em via de extin¢do. Este objetivo serd alcangado através
do fornecimento de um grande nimero de odcitos 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
populacdo homogénea de odcitos oriundos de um mesmo animal proporcionado pela biotécnica de MOIFOPA
contribuird também para a padronizacio de técnicas, como a clonagem, FIV e transgénese, uma vez que serao
utilizados uma populacio de o6citos em um mesmo estaddio de desenvolvimento e de mesma origem. Uma outra
conseqiiéncia imediata desta nova biotécnica € a congelacdo de FOPA isolados ou in situ (no interior de tecido
ovariano) a qual poderia ter uma importancia capital na constituicdo de bancos de germoplasma animal que
visaria a conservagdo de odcitos de animais de alto valor zootécnico e/ou em perigo de extin¢do Isolamento de
FOPA.
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No laboratdrio, a utilizagdo de FOPA para criopreservagdo e/ou cultivo in vitro no dmbito das pesquisas
fundamental e aplicada (futuro) é precedida do emprego de métodos eficazes que permitam o isolamento de um
grande nimero de FOPA a partir dos ovdrios. Para o isolamento de FOPA podem ser utilizados métodos
mecanicos e/ou enzimaticos. Na literatura, os primeiros registros de estudos de FOPA isolados, respectivamente,
em animais de laboratdrio (Grob, 1964; camundongo) e domésticos (Figueiredo et al., 2002; bovinos) ocorreram
nas décadas de 60 e 90 utilizando-se procedimentos enzimaticos e mecanicos, respectivamente. O principio dos
métodos de isolamento folicular consiste na dissociacdo ou separacdo dos foliculos pré-antrais dos demais
componentes do estroma ovariano (fibroblastos, fibras coldgenas e eldsticas, fibronectina, etc.) utilizando-se para
isto, instrumentos mecénicos associados ou ndo aos quimicos ou enzimdticos. Nos procedimentos mecanicos, 0s
equipamentos mais comumente utilizados sdo o tissue chopper, mixer, tesouras cirirgicas, pequenos forceps e
agulhas dissecantes. Referente aos procedimentos enzimdticos, as enzimas proteoliticas mais utilizadas sdo a
colagenase, tripsina e pronase, sendo a primeira empregada na maioria dos trabalhos.

Meétodos enziméticos de isolamento de foliculos pré-antrais foram descritos ndo apenas em animais de
laboratério (camundongo, rato, hamster, coelho), mas também em suinos, gatos, fetos bovinos, ovinos e
humanos. Em contraste aos procedimentos enzimaticos, métodos mecanicos t€m sido mais comumente usados
para o isolamento de foliculos pré-antrais de ovdrios bovinos, caprinos, ovinos e felinos. Os resultados obtidos
de diferentes trabalhos demonstram que independente do tipo de procedimento (mecanico ou enzimatico) podem
ser isolados milhares de foliculos pré-antrais por ovdrio. Diante do exposto, conclui-se que, devido a grande
eficiéncia dos métodos disponiveis, a obtencdo de um grande nimero de odcitos inclusos em foliculos pré-
antrais isolados nio constitui um empecilho para o desenvolvimento da biotécnica de MOIFOPA. Para maiores
detalhes sobre isolamento ver Figueiredo et al., 2002.

Conservagdo (resfriamento ou congelacdo) de FOPA

Conforme observado, é possivel recuperar milhares de FOPA a partir de um dnico ovdrio por meio de
técnicas de isolamento folicular. No entanto, torna-se dificil a manuten¢do da qualidade folicular apds remocdo e
transporte dos ovdrios, uma vez que geralmente os animais doadores de ovdrios se encontram distantes dos
laboratérios de reproducdo. Além disso, apds isolados do ambiente ovariano, torna-se impossivel a manipulagao
de um grande nimero destes foliculos momentos apds, ou mesmo, no mesmo dia em que sdo extraidos do ovario
sem ter a sua viabilidade comprometida antes do cultivo in vitro. Por esta razdo, torna-se fundamental o
desenvolvimento de protocolos de conservagdo (resfriamento e/ou congelag@o), nos quais os FOPA poderiam ser
mantidos a temperaturas entre 4 e 20 °C (resfriamento) ou — 196 °C (congela¢do), no interior do tecido ovariano.

Especificamente com relacdo a congelagdo de tecido ovariano, ela pode oferecer beneficios
significativos para a reproducio de mulheres e animais, bem como a produ¢do de animais cientifica, genética e
economicamente importantes, por meio da utilizacdo do material genético que podera ser preservado em bancos
de germoplasma apds a morte dos mesmos. A etapa de conservacdo pode ser essencial para o sucesso da
biotécnica de MOIFOPA que tem como objetivo isolar e cultivar, até a sua maturagdo completa, um grande
nimero de FOPA in vitro. Devido as 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 congelacdo de
fragmentos ovarianos permitiria a sua conservagdo 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 presenca de diferentes agentes
crioprotetores, os quais t€m por finalidade proteger as células contra as crioinjurias.

Sistemas de cultivo in vitro de FOPA

In vivo, véarios componentes produzidos enddcrina e localmente podem estimular a neovascularizacio
ou inervacdo dos pequenos foliculos, os quais proporcionam nutrientes, citocinas, hormdnios e substincias
neuropeptidérgicas. Esses fatores parecem ser necessdrios para a sobrevivéncia dos foliculos e inicio do
crescimento folicular (van den Hurk e Zhao, 2005). Os fatores que regulam o crescimento de foliculos pré-
antrais de ruminantes ainda sdo pouco compreendidos. Estudos realizados in vitro tém demonstrado que o
crescimento folicular é afetado por muitos fatores, os quais raramente atuam independentemente (Williams,
1990).

Diferentes sistemas de cultivo t€ém sido desenvolvidos visando estudar os fatores que controlam a
foliculogénese, bem como promover o crescimento € a maturacdo oocitdria associado com a multiplicacio e
diferenciagdo das células da granulosa (Hartshorne, 1997). Em roedores, a pequena dimensdo dos ovdrios
possibilita o cultivo do 6rgdo inteiro, o que tem sido bastante 1til para o estudo da foliculogénese inicial em
pequenos mamiferos (Fortune, 2003). O’Brien et al. (2003) obtiveram grande sucesso com a ativagdo de
foliculos 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 as grandes dimensdes dos ovdrios, ndo é possivel
utilizar este modelo. Para estes animais, o cultivo de pequenos fragmentos de cértex ovariano, rico em foliculos
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primordiais, tem sido realizado para o estudo da ativacdo e crescimento de foliculos primérios caprinos (Silva et
al., 2004a), bovinos (Braw-Tal e Yossefi, 1997), babuinos (Wandji et al., 1997) e humanos (Hovatta et al.,
1997). O cultivo de pequenos fragmentos de cértex ovariano tem a vantagem de manter o contato celular e
facilitar a perfusao do meio para o tecido ovariano (Telfer, 1996). Entretanto, neste tipo de modelo, observa-se
que a grande maioria dos foliculos progride para o estddio de foliculo primdrio, mantendo-se vidvel por até 20
dias (Wandji et al., 1997), ao passo que poucos progridem para o estdgio de foliculo secundario.

Os foliculos primdrios e secunddrios podem ser isolados e cultivados individualmente. Desta forma,
métodos mecanicos t€m sido desenvolvidos para isolar um grande niimero de foliculos intactos de ovérios 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 foliculos podem ser cultivados na sua forma intacta,
para o estudo dos efeitos in vitro de hormodnios e fatores de crescimento nos foliculos primdrios ou secundérios
(Silva, 2005). Os principais sistemas realizam o cultivo dos foliculos diretamente sobre o suporte de plastico,
sobre uma matriz de coldgeno ou inclusos em gotas de coldgeno (Demeestere ef al., 2005).

Importancia da MOIFOPA para compreensao da foliculogénese

Nos dltimos anos, a biotécnica de MOIFOPA tem contribuido de forma decisiva para a compreensdo
dos fatores que controlam a foliculogénese. Varios estudos com cultivo in vitro de FOPA demonstraram
hormdnios, fatores de crescimento e peptideos que estdo envolvidos no controle do desenvolvimento, dentre os
quais podemos destacar: o hormonio foliculo estimulante (FSH), o fator de crescimento e diferenciacio 9 (GDF-
9), fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGFs 1 e 2), kit ligand (KL), fator de crescimento
epidermal (EGF), proteinas morfogenéticas dsseas 4, 7 e 15 (BMPs 4, 7 e 15), fator de crescimento fibrobldstico
(FGF), fator de crescimento endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de queratindcitos (KGF), ativina e
peptideo intestinal vasoativo (VIP).

O hormoénio gonadotréfico FSH é um critico regulador da fung@o ovariana, estando envolvido na
estimulacdo da proliferagdo celular, sintese de esterdides e expressdo de receptores para EGF e hormonio
luteinizante (LH). Recentemente, Matos et al. (2007a) demonstraram que 50 ng/ml de FSH promove crescimento
de foliculos primordiais e garante a manutencio da viabilidade folicular. Durante cultivo de pequenos foliculos
pré-antrais (30-70 pm) bovinos, o FSH promoveu um aumento do didmetro folicular (Hulshof et al., 1995). Apos
seis dias de cultivo na presenca de FSH, foliculos primdrios e secunddrios (60-179 pm), isolados
enzimaticamente de ovarios de fetos bovinos, aumentaram o didmetro, a sobrevivéncia folicular, bem como a
secrecdo de progesterona e estradiol, (Wandji et al., 1996). Gutierrez et al. (2000) isolaram foliculos secunddrios
bovinos e, apds cultivo de 28 dias, observaram que o FSH promoveu o crescimento folicular e aumentou as taxas
de formacao de antro.

Com relacgdo aos fatores de crescimento, o GDF-9 é um fator que estimula o crescimento de foliculos
primdrios, por meio da proliferacdo de células da granulosa e da teca, promovendo assim a transi¢c@o folicular do
estddio de primdrio para secunddrio (ratas: Nilson e Skinner, 2002, humanos: Hreinsson et al., 2002). Wang e
Roy (2004) demonstrou que o 10ng/mL. de GDF-9 influencia a expressdo de KL e estimula o crescimento de
foliculos primordiais, sendo que em altas doses (200 ng/mL) aumenta a propor¢do de foliculos secundarios de
hamster. Recentemente, Silva et al. (2004b) demonstraram que o GDF-9 e os seus receptores estao expressos em
todos os tipos de foliculos ovarianos na espécie caprina.

Outro fator importante € o IGF-1, pois quando adicionado ao meio de cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais, estimula o crescimento folicular em sinergia com o FSH (humanos: Louhio e 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 concentragdo de 100 mg/L. promove o crescimento e a viabilidade de odcitos
inclusos em foliculos pré-antrais caprinos. Em suinos, a utiliza¢do de 50 ng/mL de IGF-1 resulta em crescimento
folicular, aumento da proliferacdo de células da granulosa e prevencdo de apoptose em foliculos pré-antrais
cultivados por 4 dias na presenca de soro. Em camundongos, o IGF-1, em diferentes concentragdes (10, 50 e 100
ng/mL) aumenta a esteroidogénese de foliculos pré-antrais cultivados in vitro por 12 dias (Demeestere et al.,
2004).

Ja o KL, que também conhecido como fator stem cell, e o seu receptor c-kit, sdo importantes para a
migracdo, proliferagdo e sobrevivéncia de células germinativas primordiais (Zama et al., 2005). Além disso,
durante o cultivo in vitro, o KL estimula a ativacdo de foliculos primordiais (Parrott e Skinner, 1999),
crescimento e sobrevivéncia do odcito (Jin er al., 2005), proliferacdo das células da granulosa (Otsuka e
Shimasaki, 2002), manutencdo da competéncia meidtica (Ismail et al., 1997), recrutamento de células da teca e
regulacdo da esteroidogénese (Hutt et al., 2006). Em caprinos, a proteina € RNAm para o KL foram expressos
nas células da granulosa em todos os estddios de desenvolvimento folicular, bem como no corpo liteo, superficie
do epitélio ovariano e tecido medular (Silva et al., 2006a). A utilizagdo do KL no cultivo in vitro de ovérios de
ratas recém nascidas, por 5 ou 14 dias, aumenta a percentagem de foliculos em crescimento (Parrott e Skinner,
1999), sugerindo um papel do KL na ativagdo de foliculos primordiais.

O EGF € um outro importante fator que regula a fisiologia ovariana (Jewgenow, 1996), incluindo
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proliferacdo celular, diferenciacdo e esteroidigénese (Saha et al., 2000). Estudos in vitro mostraram que o EGF
promove a proliferagdo das células da granulosa de foliculos pré-antrais (suinos: Morbeck et al., 1993; roedores
e humanos: Gospdarowicz e Bialecki, 1979), o aumento do didmetro de foliculos pré-antrais bovinos (Gutierrez
et al., 2000), hamsters (Roy, 1993), camundongos (Boland e Gosden, 1994) e humanos (Roy e Kole, 1998),
induz a transicéo de foliculos suinos em estddio primdrio para secundédrio (Morbeck e? al., 1993), reduz os niveis
de atresia em foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro e promove a ativagdo de foliculos primordiais
ovinos e manuten¢do da viabilidade por até 6 dias de cultivo (Andrade er al., 2005). Quando testado em
diferentes concentracdes e em diferentes espécies, o EGF (10 ng/mL) adicionado ao meio de cultivo de foliculos
pré-antrais suinos, inibiu a apoptose das células da granulosa e levou a um aumentou da formagdo de antro (Mao
et al., 2004), j4 quando testado para caprinos, o EGF (50 ng/mL) mostrou um efeito estimulatério na viabilidade
odcitdria (Zhou e Zhang, 2005) e o EGF (100 ng/mL), um efeito benéfico no crescimento de odcitos de foliculos
primdrios (Silva et al., 2004b). Em foliculos antrais, o EGF tem mostrado estimular a maturagdo do odcito in
vitro de diferentes espécies animais (Guler et al., 2000; Li et al., 2002; Prochazka et al., 2003) e humanos (Goud
etal., 1998).

Estudos in vitro, com as BMPs, mostraram que a BMP-4 promove a manutengdo da viabilidade, bem
como a ativacio e crescimento de foliculos primordiais de ratas (Nilsson e Skinner, 2003). J4 a BMP-7 promove
a ativacdo e crescimento de foliculos primordiais, bem como aumenta a expressdo de receptores para FSH
durante o cultivo de ovdrios 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 a¢do do FSH, no sentido de aumentar a producio de
estradiol e inibir a sintese de progesterona (Shimasaki et al., 1999). J4 com relacdo a BMP-15, estudos in vitro
tém demonstrado que ele promove a proliferacdo das células da granulosa e estimula o desenvolvimento de
foliculos primordiais e primdrios em roedores, ou seja, € um importante regulador da mitose das células da
granulosa e do desenvolvimento folicular inicial (Vitt e al., 2000; Fortune, 2003; Nilsson et al., 2002). A BMP-
15 tem um papel essencial nos estddios iniciais de desenvolvimento folicular (transi¢do de primordial para
primario), promovendo proliferagdo das células da granulosa e prevenindo diferenciacdo (Dong et al., 1996; Vitt
et al., 2000). A ativina, que pertence a mesma familia das BMPs, estimula o crescimento de foliculos 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 substidncia aumentou o nimero de células da granulosa em mitose. Quando
testada em caprinos, a ativina (10 ou 100 ng/mL) estimulou a ativacdo, crescimento e aumentou a percentagem
de foliculos morfologicamente normais (Silva et al., 2006b).

O fator de crescimento fibrobldstico-2 (FGF-2) é um importante regulador de vdrias fun¢des ovarianas,
tais como: mitose (Roberts e Ellis, 1999), esteroidogénese (Vernon e Spicer, 1994), diferenciacdo (Anderson e
Lee, 1993) e apoptose (Tilly et al., 1992) das células da granulosa. Em gatas, a adi¢do de 10 ng/mL de FGF-2 ao
meio de cultivo aumentou a proliferacéio das células da granulosa de pequenos foliculos pré-antrais (40 — 90 wm)
(Jewgenow, 1996). O FGF-2 também se mostrou eficiente na ativacdo e crescimento de foliculos primordiais e
primdrios 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 multiplicacdo das células da granulosa em pequenos foliculos pré-antrais bovinos
na auséncia de FSH, atenuando a degeneracdo oocitdria causada por esse hormdnio. Em contraste, ap6s 6 dias de
cultivo in vitro, o FSH (100 ng/mL) e FGF-2 (50 ng/mL) apresentaram efeitos similares, ambos aumentando o
didmetro folicular e a multiplica¢do das células da granulosa bovinas (Wandji et al., 1996). Quando testado em
caprinos, o FGF-2 (50 ng/mL) promoveu um aumento sinificativo dos foliculos em desenvolvimento e
manutengdo da viabilidade folicular durante 5 dias de cultivo (Matos et al., 2007b). No tocante ao KGF, também
conhecido como fator de crescimento fibrobldstico 7 (FGF-7), algumas pesquisas demonstraram que este fator
estimula a transicdo de foliculos de foliculos primordiais para primdrio, pois quando os ovarios de ratas de 4 dias
de idade foram cultivados na presenca de 50 ng/mL houve um aumento na transi¢do dos foliculos primordiais
para estddio subseqiiente (Skinner, 2005). J4 o VEGF, que é um dos fatores responsaveis pela angiogénese
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 concentracio de
50ng/ mL, atua inibindo a apoptose em células da granulosa(Shin et al., 2006). J4 em bovinos, o VEGF (10
ng/mL) estimula a transicao de foliculos primdrios para foliculos secunddrios ap6s 10 dias de cultivo (Yang e
Fortune, 2007).

No que se refere ao VIP, ele é considerado um neuropeptideo que ja foi identificado em fibras nervosas
de foliculos ovarianos de roedores (Ahmed et al., 1986), bovinos (Hulshof, 1994) e aves (Johnson et al., 1994).
Estudos tém demonstrado que o VIP estd envolvido na regulacdo da esteroidogénese (Zhong e Kasson, 1994),
promove o acimulo de AMPc (Heindel et al., 1996), estimula a producio do ativador do plasminogénio (Apa et
al., 2002) e a maturagdo odcitdria (Apa et al., 1997) e promove a sobrevivéncia das células da granulosa por
inibir a apoptose (Lee et al., 1999).

Conforme pode ser observado, a utilizacio da biotécnica de MOIFOPA contribui de forma decisiva para
a compreensao da foliculogénese, mostrando que o crescimento folicular é regulado por hormonios, fatores intra-
ovarianos e peptideos.

A influéncia de diferentes hormonios, fatores de crescimento e outros peptideos sobre a ativacdo e
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crescimento in vitro de FOPA € ilustrado na Tab. 1.

Tabela 1. Influéncia de hormdnios e fatores de crescimento sobre a ativagdo e crescimento in vitro de FOPA.
Estagio folicular Efeito positivo Efeito negativo
Primordial

IGF-1e2 (p) IGF-1 (b)
GDF-9 (r) AMH (r)
Insulina (r, b, p)
Kit Ligand (1)
FGEF-2 (r)
LIF (r)
KGF (1)
BMP-4 (1)
BMP-7 (1)
BMP-15 (1)
Primério
FSH (1, p) AMH (b)
GDF-9 (1, p, 0) Estradiol (r)
BMP-15 (o)
FGF-2 (b)
VEGEF (b)
Estradiol (b)
EGF (r)
TGE-B (r)
Ativina (r)
Andrégenos (p, b)

Secundario

- FSH (r, p, b) FSH (r, b)
GDF-9 (1, p, 0) IGF-1 (b)
BMP-15 (0) TGF-f (b)
FGF-2 (b) Ativina (1)
IGF-1 (r, b) AMH (r)

KGF (r)

LH (1)

GH ()

Estradiol (b)

EGF (r, b)
TGEF-B (r)
Ativina (1, b)

Andrégenos (p)
Tercidrio
(r) roedores, (b) bovinos, (p) primatas (0) ovinos
Fonte: adaptado de Fortune (2003)

Importancia da MOIFOPA para a producio de embrides em larga escala

Conforme ja mostrado, a MOIFOPA ¢ uma biotécnica capaz de recuperar milhares de foliculos pré-
antrais a partir de um unico ovdério através do isolamento. Tais foliculos sdo fonte de odcitos que podem ser
destinados para a producdo in vitro de embrides. Os estudos in vitro t€m mostrado resultados bastante
satisfatérios com animais de laboratdrio. Eppig e O’ Brien (1996) obtiveram o nascimento de um camundongo a
partir de foliculos primordiais crescidos, maturados e fecundados in vitro. Mais recentemente, esta mesma
equipe aperfeicoando o protocolo utilizado anteriormente, relatou a producdo de embrides e o nascimento de 59
camundongos sauddveis a partir de foliculos pré-antrais cultivados, maturados e fecundados in vitro (O’Brien et
al., 2003). Com relacdo aos estudos com espécies domésticas, os resultados mais satisfatérios foram com suinos
onde chegou-se até o estddio de blastocisto ap6s cultivo de foliculos secunddrios, maturacio e fecundagdo in
vitro (Wu et al., 2001). Anteriormente, Hirao ef al. (1994) obtiveram a ovulagdo in vitro a partir de foliculos pré-
antrais isolados que cresceram e maturaram in vitro. No caso das outras espécies mamiferas, como por exemplo:
bovinos, caprinos e ovinos, foi obtido a formag¢@o de antro a partir de foliculos secunddrios isolados e cultivados
in vitro (Gutierrez et al., 2000; Cecconi et al., 1999; Huamin e Yong, 2000). Diversas pesquisas com estas
espécies estdo atualmente priorizando o desenvolvimento de meios de cultivo eficientes que promovam a
maturacdo de milhares de odcitos oriundos dos foliculos pré-antrais, o que possibilitaria a producdo em larga
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escala de embrides de animais de alta produtividade.

Consideracoes finais e perspectivas

Conforme mostrado, a biotécnica de MOIFOPA tem contribuido para a compreensdo da foliculogénse,
abrindo assim novas perspectivas para a produ¢do em larga escala de embrides de animais geneticamente
superiores. Foliculos pré-antrais isolados de ovdrios de seres humanos, animais domésticos, silvestres e de
laboratério podem ser cultivados in vitro em meios especiais permitindo um aumento da taxa de
desenvolvimento folicular in vitro. Além disso, foram elucidadas as fungdes que varios hormonios e fatores de
crescimento exercem durante o desenvolvimento folicular.

Atualmente, a biotécnica de MOIFOPA vem sendo utilizada para a producdo em larga de embrides de
animais de laboratdrio, ndo sendo possivel ainda a producdo de embrides de animais domésticos. Entretanto, o
rapido avanco da ciéncia, associado as facilidades crescentes de trocas de informacdes entre laboratérios do
mundo inteiro, poderdo resultar, em um futuro breve, no desenvolvimento de sistema de cultivo que permitam
um excelente crescimento folicular com a preservacao da viabilidade folicular. Isso possibilitard a utilizagdo de
odcitos oriundos da numerosa populacéo de foliculos pré-antrais isolados e crescidos in vitro, em programas de
fecundagdo in vitro, clonagem e transferéncia de embrides, contribuindo a longo prazo para a multiplicagdo de
animais de alto valor zootécnico e mesmo aqueles em via de extingdo. A curto prazo, paralelamente ao estudo de
crescimento folicular in vitro, uma alternativa é de desenvolver procedimentos de isolamento e congelacdo de
foliculos pré-antrais in vitro visando-se a utilizag@o futura em sistemas de cultivo que apresentarem condi¢des
6timas para o completo desenvolvimento folicular in vitro. Futuramente, com a utilizacdo, na prética, da
biotécnica de MOIFOPA, serd factivel o restabelecimento de populacdes de animais ameacados de extingdo a
partir de pequenos nimeros de fémeas.
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