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Resumo

Em animais domésticos, a escassez de informacbes ae fatores que regulam as diferentes etapas da
foliculogénese, bem como das condi¢cdes necesggaiaso crescimento € maturagdo oocitéri®itro sdo as
principais causas que limitam a producéo in viteoethbriGes, usando foliculos pré-antrais como desdde
oocitos. Esta revisdo destaca a importancia dads@a de manipulacdo de odécitos inclusos emuioiécpré-
antrais (MOIFOPA) para entender a foliculogénesiana e aumentar a producéo de embiiibegro.
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Abstract

In domestic animal, the limited knowledge on ttgutation of different steps of folliculogenesisvasl
as on the required conditions for oocytes to undgygoper growth and maturation in vitro are majauses of
the failure in producing embryos in vitro, usingepntral follicles as oocyte donors. This reviewHiights the
importance of the biotechnique of manipulation afcyges enclosed in preantral follicles (MOEPF) to
understand ovarian folliculogenesis and to increas@ryo production in vitro.
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Introducéo

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicagef@moducdo animal sdo condi¢des indispensaveis
para o aumento da eficiéncia produtiva dos rebanNeste sentido, especialmente no tocante a rumeigan
domésticos, biotécnicas como a inseminacgao adifitecundagaan vitro (FIV) e a transferéncia de embrides
vém sendo utilizadas com sucesso. Outras biotécréstio em fase de desenvolvimento e s&o objetos de
intensas pesquisas, atualmente. Nesse grupo, pddehsir a clonagem e a manipulacéo de odcitdsi$os em
foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA).

Para a maximizacdo do potencial reprodutivo, esfraente de fémeas domésticas, é importante
estudar a foliculogénese a fim de se compreendenaxsanismos e fatores envolvidos nesse eventoaDest
forma, a biotécnica de Manipulacdo de Odcitos kmduem Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPAIg q
visa a recuperacdo de um grande numero de oéoithsos nos foliculos pré-antrais (FOPA) e culfiveitro
até sua completa maturacdo, é uma ferramenta iamerpara estudar a foliculogénese, testando @aglal o
efeito de diferentes substancias (gonadotrofina®rds intra-ovarianos) no cultivia vitro. Além disso, tal
biotécnica é uma alternativa para o fornecimentmileares de odcitos viaveis, inclusos em FOPA éarardos
estadios de desenvolvimento, para as biotécnicéacdadacaadn vitro e clonagem (Telfer, 1996), contribuindo
assim para a produc@ovitro de embrides em larga escala.

Visando facilitar a compreensdo da importanciaalbsitécnica para a foliculogénese e produgéo de
embridedn vitro, bem como, demonstrar como ela se inserira nedufw contexto da reproducdo animal, este
artigo far4 uma breve abordagem sobre os foliomasianos pré-antrais (FOPA), enfatizando a classifio e
destino no interior dos ovarios. Em seguida seséutida a importancia do estudo da populacdo deAFOP
isoladosin vitro, as principais técnicas de isolamento, a etapeodservacao (resfriamento ou congelacdo) de
FOPA, sistemas de cultivio vitro de FOPA, importancia da MOIFOPA para a compreedsaoliculogénese e
para producdo de embrides em larga escala. Finwmeardo discutidas as perspectivas de utilizalgio
biotécnica de MOIFOPA na reproducédo de animais dtioos, silvestres e em perigo de extingao.
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Foliculos ovarianos: definicdo, tipos e destino

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovéarionde constituido por um odcito circundado por
células sométicas (células da granulosa e tedaés)acordo com o grau de evolucdo, os foliculos poder
divididos em:a) foliculos pré-antrais ou ndo cavitariob)doliculos antrais ou cavitarios. Os FOPA represanta
cerca de 90 a 95% de toda populacao folicular #aderma, armazenam a grande maioria dos oddiezeptes
em ovarios mamiferos. Na categoria de foliculos-gotéais s&o incluidos os foliculos primordiais,
intermediarios, primarios e secundarios.

O ovario mamifero contém milhares de odcitos iredusm foliculos pré-antrais. Entretanto, a grande
maioria destes foliculos (99,9%) ndo chega até wWag#io, mas ao contrario, é eliminada por meio me u
processo conhecido por atresia folicular.

Manipulacao de Odcitos Inclusos em FOPA — MOIFOPA
Conceito

A MOIFOPA é uma biotécnica que consiste 1) no is&ato ou resgate de foliculos pré-antrais a partir
de ovarios, 2) na conservagao visando a estocageompcurto (resfriamento) ou longo (congelacaas)qu® e
3) no cultivo folicular que tem como finalidade praver o crescimento, maturacdo e fecundagaatro dos
o0citos previamente inclusos em FOPA. A seguir des&rito a importancia da MOIFOPA.

Importancia

Apesar do desenvolvimento de foliculos antraisad@itente em bovinos, ter sido amplamente descrito,
informacdes concernentes a fisiologia dos folicgosantrais sdo escassas. E sabido de estudodiss,
que os foliculos primordiais sdo ativados e tramséon-se, sucessivamente, em foliculos intermediario
primarios e secundarios. Entretanto, ndo sédo cad®com exatiddo os fatores que promovem ou inibem
ativacdo dos foliculos primordiais, bem como aquetaplicados no controle do crescimento de folisulo
primérios e secundérios. Em resumo, comparadaegafasal, a fase pré-antral compreende um peribdouno
e pouco conhecido da foliculogénese sendo, portaniosasto campo para investigagdes cientificas.

Tendo em vista que as biotécnicas ligadas a repémdteém como finalidade geral o aumento da
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, sera consldeagora a eficacia do ovario como uma “maquinatiptora
e liberadora de évulos. O ovario mamifero contéthangs de odcitos, inclusos em sua maioria (ceec@086)
nos foliculos pré-antrais. Apesar deste enormealamicitario, uma infima proporcéo destes oddjtesca de
0,1%) sera ovulada e, consequentemente, podeafytana possibilidade de ser fecundado. Conformeosto
acima, considerando-se o fato de que a quasededalidos odcitos serd eliminada pelo processaelatcaso
eles permanecam no interior dos ovarios, a biataahe MOIFOPA se fundamenta em dois objetivos jp#is,

a saber:l) resgatar ou isolar os FOPA a partir dos ovaridesague eles se tornem atrésic®scultivar os
FOPA e, conseqiientemente, 0os odcitos imaturos melksos, até o estadio de maturagao, prevenisddeo
atresia ) proporcionar a produgéo de embribes em largaascal

A biotécnica de MOIFOPA ¢é de grande importanciaddgpara a pesquisa fundamental ou basica,
quanto para a reproducdo animal. No tocante a mesfundamental, esta biotécnica podera contripama
elucidacdo dos mecanismos implicados na foliculegéma fase pré-antral. Nesse caso, os FOPA isothrlo
ambiente ovariano, bem como da influéncia endéctindricional e sanitaria comum no organismo animal
poderdo ser cultivadogn vitro em presenca de diferentes substéncias conhecidasiz( extracelular,
hormdnios, fatores de crescimento, carboidratos@anidos, etc.), cujo efeito individual ou assdoigpodera
ser avaliado e controlado em diversos experimef@sstesultados oriundos desses experimentos peondi
elucidagdo dos mecanismos envolvidos tanto nacdtivaos foliculos primordiais, quanto no crescimeds
foliculos primarios e secundarios.

Referente a reprodugdo animal, no futuro, o isofdamele milhares de FOPA a partir de um unico
ovario e o posterior cultivim vitro dos odcitos neles inclusos até o estadio de ngdtorgodera contribuir para
a multiplicacdo de animais de alto valor zootécrmaaem via de extingdo. Este objetivo seré alcamedichvés
do fornecimento de um grande numero de odcitosndasi de um mesmo animal, que seriam crescidos e
maturadosin vitro, e utilizados posteriormente nas biotécnicas dé d-Iclonagem. O fornecimento de uma
populacdo homogénea de oécitos oriundos de um masmwl proporcionado pela biotécnica de MOIFOPA
contribuird também para a padronizacao de técnémamp a clonagem, FIV e transgénese, uma vez gée se
utilizados uma populacéo de o6citos em um mesndaliestie desenvolvimento e de mesma origem. Uma outr
consequéncia imediata desta nova biotécnica é getam@io de FOPA isolados ousitu (no interior de tecido
ovariano) a qual poderia ter uma importancia chpigaconstituicio de bancos de germoplasma anioml q
visaria a conservacéo de odcitos de animais devaltw zootécnico e/ou em perigo de extintgmlamento de
FOPA.
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No laboratorio, a utilizacdo de FOPA para criopnesgio e/ou cultivan vitro no ambito das pesquisas
fundamental e aplicada (futuro) é precedida do eggpde métodos eficazes que permitam o isolamentord
grande nimero de FOPA a partir dos ovarios. Paisolamento de FOPA podem ser utilizados métodos
mecanicos e/ou enzimaticos. Na literatura, os prosegegistros de estudos de FOPA isolados, reispestnte,
em animais de laboratério (Grob, 1964; camundoegiddmésticos (Figueireda al, 2002; bovinos) ocorreram
nas décadas de 60 e 90 utilizando-se procedimentmaticos e mecénicos, respectivamente. O piindips
métodos de isolamento folicular consiste na disgda ou separacdo dos foliculos pré-antrais dosidem
componentes do estroma ovariano (fibroblastosadiloplagenas e elasticas, fibronectina, etc.yatitio-se para
isto, instrumentos mecénicos associados ou ndquanscos ou enzimaticos. Nos procedimentos mecan®
equipamentos mais comumente utilizados s@issue choppermixer, tesouras cirirgicas, pequenos forceps e
agulhas dissecantes. Referente aos procedimentosaitos, as enzimas proteoliticas mais utilizasks a
colagenase, tripsina e pronase, sendo a primeijpaegiada na maioria dos trabalhos.

Métodos enzimaticos de isolamento de foliculosgmigais foram descritos ndo apenas em animais de
laboratério (camundongo, rato, hamster, coelho)s m@nbém em suinos, gatos, fetos bovinos, ovinos e
humanos. Em contraste aos procedimentos enzimatioét®dos mecanicos tém sido mais comumente usados
para o isolamento de foliculos pré-antrais de ogabiovinos, caprinos, ovinos e felinos. Os resakaubtidos
de diferentes trabalhos demonstram que independertipo de procedimento (mecanico ou enzimaticaepn
ser isolados milhares de foliculos pré-antrais gairio. Diante do exposto, conclui-se que, devidgrande
eficiéncia dos métodos disponiveis, a obtencaomdegande nimero de odécitos inclusos em folicul@s pr
antrais isolados ndo constitui um empecilho padesenvolvimento da biotécnica de MOIFOPA. Para reaio
detalhes sobre isolamento ver Figueiretlal, 2002.

Conservacéao (resfriamento ou congelagédo) de FOPA

Conforme observado, é possivel recuperar milhaeeSQ@PA a partir de um Gnico ovario por meio de
técnicas de isolamento folicular. No entanto, tesealificil a manutencdo da qualidade folicularsapgimocao e
transporte dos ovarios, uma vez que geralmentenimsas doadores de ovérios se encontram distamtes d
laboratorios de reproducdo. Além disso, apds isslatb ambiente ovariano, torna-se impossivel apo&@agao
de um grande numero destes foliculos momentos apdagsmo, no mesmo dia em que sao extraidos dmova
sem ter a sua viabilidade comprometida antes dtiveuin vitro. Por esta razdo, torna-se fundamental o
desenvolvimento de protocolos de conservacéo igesfnto e/ou congelacéo), nos quais os FOPA padeséa
mantidos a temperaturas entre 4 e 20 °C (resfritopen — 196 °C (congelacao), no interior do te@gariano.

Especificamente com relacdo a congelacdo de teowmhriano, ela pode oferecer beneficios
significativos para a reproducdo de mulheres e @sinbem como a producéo de animais cientificaétimne
economicamente importantes, por meio da utilizaliiaaterial genético que podera ser preservadoagicob
de germoplasma apés a morte dos mesmos. A etagandervacdo pode ser essencial para o sucesso da
biotécnica de MOIFOPA que tem como objetivo is@acultivar, até a sua maturacdo completa, um grande
namero de FOPAN vitro. Devido as dificuldades observadas no cultivawitro de FOPA isolados do tecido
ovariano (Abiret al, 1999; Santo®t al, 2006b) ou mesmn situ (Santoset al, 2006b), a congelacédo de
fragmentos ovarianos permitiria a sua conservatgque fossem desenvolvidos protocolos eficientesultivo
in vitro. Neste sentido, o tecido ovariano de cabras (Bodset al, 2004a,b), ovelhas (Amoriet al, 2003 a,b;
Santoset al, 2006a) e vacas (Lucat al, 2004) tem sido congelado na presenca de diferesdentes
crioprotetores, 0s quais tém por finalidade prategecélulas contra as crioinjdrias.

Sistemas de cultivo in vitro de FOPA

In vivo, varios componentes produzidos endécrina e locaknpotlem estimular a neovascularizacéo
ou inervagdo dos pequenos foliculos, os quais pcap@mm nutrientes, citocinas, horménios e sub&anc
neuropeptidérgicas. Esses fatores parecem ser sdeicss para a sobrevivéncia dos foliculos e infibio
crescimento folicular (van den Hurk e Zhao, 20033. fatores que regulam o crescimento de folicutés p
antrais de ruminantes ainda séo pouco compreendikiados realizado#m vitro tém demonstrado que o
crescimento folicular é afetado por muitos fator@s,quais raramente atuam independentemente (iVllia
1990).

Diferentes sistemas de cultivo tém sido desenvobvidisando estudar os fatores que controlam a
foliculogénese, bem como promover o crescimentoneaturacdo oocitaria associado com a multiplicagéo
diferenciacdo das células da granulosa (Hartshdr®87). Em roedores, a pequena dimensao dos ovarios
possibilita o cultivo do 6rgdo inteiro, o que terdosbastante Util para o estudo da foliculogénesgal em
pequenos mamiferos (Fortune, 2003). O'Brienal (2003) obtiveram grande sucesso com a ativagao de
foliculos primordiaign vitro e este modelo tem sido utilizado por diferentepgsude pesquisadores. Por outro
lado, em animais domésticos de médio e grande,mtetédo as grandes dimensdes dos ovarios, nagsévpb
utilizar este modelo. Para estes animais, o cutez@equenos fragmentos de cértex ovariano, ricéolioulos
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primordiais, tem sido realizado para o estudo deagdo e crescimento de foliculos primarios cai(®ilvaet
al., 2004a), bovinos (Braw-Tal e Yossefi, 1997), baba (Wandjiet al, 1997) e humanos (Hovaté al,
1997). O cultivo de pequenos fragmentos de cértaxiano tem a vantagem de manter o contato cedular
facilitar a perfusdo do meio para o tecido ovari@helfer, 1996). Entretanto, neste tipo de modehlserva-se
que a grande maioria dos foliculos progride paestadio de foliculo priméario, mantendo-se viavel até 20
dias (Wandjiet al, 1997), ao passo que poucos progridem para oi@stédoliculo secundario.

Os foliculos primarios e secundarios podem serdlxs e cultivados individualmente. Desta forma,
métodos mecanicos tém sido desenvolvidos pararisatagrande nimero de foliculos intactos de ovadies
cabras (Lucckt al, 1999), ovelhas (Ceccoat al, 1999), vacas (Figueireds al, 1993), ratas (Zhao, 2000) e
camundongas (Leniet al, 2004). Uma vez isolados, os foliculos podemcsi#fivados na sua forma intacta,
para o estudo dos efeitgsvitro de hormdnios e fatores de crescimento nos folscptanarios ou secundarios
(Silva, 2005). Os principais sistemas realizam Ibivaidos foliculos diretamente sobre o suporteptstico,
sobre uma matriz de colageno ou inclusos em getasldgeno (Demeestegeal, 2005).

Importancia da MOIFOPA para compreenséao da folicul@énese

Nos ultimos anos, a biotécnica de MOIFOPA tem dbufdo de forma decisiva para a compreensao

dos fatores que controlam a foliculogénese. Vadastidos com cultivan vitro de FOPA demonstraram
horménios, fatores de crescimento e peptideos sg@e envolvidos no controle do desenvolvimentojréens
quais podemos destacar: o horménio foliculo estimtel (FSH), o fator de crescimento e diferenci&@;#8DF-
9), fatores de crescimento semelhantes a insulipa21(IGFs 1 e 2), kit ligand (KL), fator de creseinto
epidermal (EGF), proteinas morfogenéticas 0ssea®4,5 (BMPs 4, 7 e 15), fator de crescimentablistico
(FGF), fator de crescimento endotélio vascular (¥EGator de crescimento de queratinécitos (KGHyjrea e
peptideo intestinal vasoativo (VIP).

O hormdnio gonadotréfico FSH é um critico reguladar funcdo ovariana, estando envolvido na
estimulacdo da proliferacdo celular, sintese der@des e expressdo de receptores para EGF e hormdn
luteinizante (LH). Recentemente, Mattsal. (2007a) demonstraram que 50 ng/ml de FSH prom@seitnento
de foliculos primordiais e garante a manutencawialailidade folicular. Durante cultivo de pequerfolculos
pré-antrais (30-7@m) bovinos, o FSH promoveu um aumento do didmefroular (Hulshofet al, 1995). Ap6s
seis dias de cultivo na presenca de FSH, folicyposnarios e secundarios (60-178m), isolados
enzimaticamente de ovarios de fetos bovinos, alareemt o diametro, a sobrevivéncia folicular, bem cam
secrecdo de progesterona e estradiol, (Wanhdji, 1996). Gutierreet al. (2000) isolaram foliculos secundarios
bovinos e, apds cultivo de 28 dias, observaramode®H promoveu o crescimento folicular e aumenttazgas
de formacéo de antro.

Com relagdo aos fatores de crescimento, o0 GDF4@ éator que estimula o crescimento de foliculos
priméarios, por meio da proliferacdo de células dmglosa e da teca, promovendo assim a transitidaléo do
estadio de primario para secundario (ratas: Nis@kinner, 2002, humanos: Hreinssiral, 2002). Wang e
Roy (2004) demonstrou que o 10ng/mL de GDF-9 imfhige a expressdo de KL e estimula o crescimento de
foliculos primordiais, sendo que em altas dose® (&)mL) aumenta a proporcdo de foliculos secuodate
hamster. Recentemente, Siktaal. (2004b) demonstraram que o GDF-9 e 0s seus reesptetdo expressos em
todos os tipos de foliculos ovarianos na espégera

Outro fator importante é o IGF-1, pois quando axtiado ao meio de cultivio vitro de foliculos pré-
antrais, estimula o crescimento folicular em sireergpm o FSH (humanos: Louhit al, 2000, bovinos:
Gutierrezet al, 2000, ratos: Zhaet al, 2001, camundongos: Lit al, 1998). Experimentos de Zhou e Zhang
(2005) mostraram que o IGF-1 na concentragdo darifl promove o crescimento e a viabilidade de todci
inclusos em foliculos pré-antrais caprinos. Emasiim utilizacdo de 50 ng/mL de IGF-1 resulta ees@mento
folicular, aumento da proliferacdo de células dangtosa e prevencdo de apoptose em foliculos praéisn
cultivados por 4 dias na presenca de soro. Em cdomgos, o IGF-1, em diferentes concentracdes (1@, B00
ng/mL) aumenta a esteroidogénese de foliculos mréia cultivadosn vitro por 12 dias (Demeestegs al,
2004).

Ja o KL, que também conhecido como fator stem eetl, seu receptor c-kit, sdo importantes para a
migracao, proliferacdo e sobrevivéncia de célulasngnativas primordiais (Zamet al, 2005). Além disso,
durante o cultivoin vitro, o KL estimula a ativacdo de foliculos primordigRarrott e Skinner, 1999),
crescimento e sobrevivéncia do o6cito (&inal, 2005), proliferacdo das células da granulosasukat e
Shimasaki, 2002), manutencdo da competéncia mei@iBmailet al, 1997), recrutamento de células da teca e
regulagcdo da esteroidogénese (Hital, 2006). Em caprinos, a proteina e RNAm para ofé¢am expressos
nas células da granulosa em todos os estadiossdawd#vimento folicular, bem como no corpo litegesficie
do epitélio ovariano e tecido medular (Sikfaal, 2006a). A utilizagdo do KL no cultivia vitro de ovarios de
ratas recém nascidas, por 5 ou 14 dias, aumergeacarnagem de foliculos em crescimento (Parrokiensr,
1999), sugerindo um papel do KL na ativagao detitds primordiais.

O EGF é um outro importante fator que regula alfigia ovariana (Jewgenow, 1996), incluindo
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proliferacéo celular, diferenciacédo e esteroidigéngGahaet al, 2000). Estudom vitro mostraram que o EGF
promove a proliferacéo das células da granulodaltteilos pré-antrais (suinos: Morbeekal.,1993; roedores
e humanos: Gospdarowicz e Bialecki, 1979), o aumdatdiametro de foliculos pré-antrais bovinos {&tez
et al., 2000), hamsters (Roy, 1993), camundongos (Bola@bsden, 1994) e humanos (Roy e Kole, 1998),
induz a transicéo de foliculos suinos em estadingpio para secundario (Morbeekal, 1993), reduz os niveis
de atresia em foliculos pré-antrais bovinos cultdbsin vitro e promove a ativacao de foliculos primordiais
ovinos e manutencdo da viabilidade por até 6 dasudtivo (Andradeet al, 2005). Quando testado em
diferentes concentra¢des e em diferentes espéciEGF (10 ng/mL) adicionado ao meio de cultivo aétilos
pré-antrais suinos, inibiu a apoptose das célidagahulosa e levou a um aumentou da formacaotde @hao
et al, 2004), j4 quando testado para caprinos, o EGR@EnL) mostrou um efeito estimulatério na viatzitle
odcitéria (Zhou e Zhang, 2005) e o EGF (100 ng/mir) efeito benéfico no crescimento de odcitosotietflos
primérios (Silvaet al, 2004b). Em foliculos antrais, o EGF tem mostragtimular a maturagdo do odcito
vitro de diferentes espécies animais (Geleal, 2000; Liet al, 2002; Prochazkat al, 2003) e humanos (Goud
et al, 1998).

Estudosin vitro, com as BMPs, mostraram que a BMP-4 promove a rengét da viabilidade, bem
como a ativacdo e crescimento de foliculos prinazasdie ratas (Nilsson e Skinner, 2003). Ja a BMirehove
a ativacdo e crescimento de foliculos primordibesn como aumenta a expressao de receptores para FSH
durante o cultivo de ovéarios de camundongos (&eal., 2004). Durante o cultivan vitro de células da
granulosa de rata, foi observado que a BMP-7 modwdgédo do FSH, no sentido de aumentar a produgéo d
estradiol e inibir a sintese de progesterona (Skakiat al., 1999). J4 com relacdo a BMP-15, estudogtro
tém demonstrado que ele promove a proliferacdocdhgas da granulosa e estimula o desenvolvimeato d
foliculos primordiais e primarios em roedores, @asé um importante regulador da mitose das ctldéa
granulosa e do desenvolvimento folicular inicialt{\ét al, 2000; Fortune, 2003; Nilss@t al, 2002). A BMP-
15 tem um papel essencial nos estadios iniciaisledenvolvimento folicular (transicdo de primordgra
primario), promovendo proliferacao das células danglosa e prevenindo diferenciacédo (Debgl, 1996; Vitt
et al, 2000). A ativina, que pertence a mesma famémBMPs, estimula o crescimento de foliculos ptéaen
de bovinos (Hulshoét al, 1997) e de camundongos quando associado aolkSidt(al, 1998). Além disso, Li
et al (1995) revelaram que esta substancia aumentaimeno de células da granulosa em mitose. Quando
testada em caprinos, a ativina (10 ou 100 ng/mtinefou a ativacdo, crescimento e aumentou a peagem
de foliculos morfologicamente normais (Siktaal.,, 2006b).

O fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2) é immportante regulador de varias fung8es ovarianas,
tais como: mitose (Roberts e Ellis, 1999), estergihese (Vernon e Spicer, 1994), diferenciacdo ¢fsah e
Lee, 1993) e apoptose (Tilbt al, 1992) das células da granulosa. Em gatas, aadig 10 ng/mL de FGF-2 ao
meio de cultivo aumentou a proliferacdo das céldéagranulosa de pequenos foliculos pré-antrais- @@nm)
(Jewgenow, 1996). O FGF-2 também se mostrou eficira ativacdo e crescimento de foliculos primisdia
primarios de ratas (Nilssagt al, 2001). Nuttincket al (1996) relataram que, em 48 h de cultivo, 0 FGER
50 ou 100 ng/mL) aumenta a multiplicagdo das celdgranulosa em pequenos foliculos pré-antraisia®
na auséncia de FSH, atenuando a degeneracéo @oc#tésada por esse horménio. Em contraste, agias @le
cultivo in vitro, o FSH (100 ng/mL) e FGF-2 (50 ng/mL) apresentaefaitos similares, ambos aumentando o
diametro folicular e a multiplicacdo das célulasgdganulosa bovinas (Wandit al, 1996). Quando testado em
caprinos, o FGF-2 (50 ng/mL) promoveu um aumentofisativo dos foliculos em desenvolvimento e
manutenc¢édo da viabilidade folicular durante 5 diagultivo (Matoset al, 2007b). No tocante ao KGF, também
conhecido como fator de crescimento fibroblastidg-@F-7), algumas pesquisas demonstraram que aste f
estimula a transi¢éo de foliculos de foliculos ridiais para primério, pois quando os ovérios tkesrde 4 dias
de idade foram cultivados na presenca de 50 ng/ouivéhum aumento na transicao dos foliculos prinagsdi
para estadio subsequente (Skinner, 2005). Ja o YEGE € um dos fatores responsaveis pela angicgénes
folicular, atua estimulando a mitose de célulasotgiiis e aumenta a permeabilidade vascular (Redme
Reynolds, 1996). Estudos demonstraram que quaridio@@do ao meio de cultivia vitro, na concentragéo de
50ng/ mL, atua inibindo a apoptose em células @awdosa(Shiret al, 2006). Ja em bovinos, o VEGF (10
ng/mL) estimula a transicdo de foliculos primani@sa foliculos secundarios apés 10 dias de cu(tiang e
Fortune, 2007).

No que se refere ao VIP, ele é considerado um peptieo que ja foi identificado em fibras nervosas
de foliculos ovarianos de roedores (Ahne¢cl, 1986), bovinos (Hulshof, 1994) e aves (Johresoal., 1994).
Estudos tém demonstrado que o VIP esta envolvidegalacdo da esteroidogénese (Zhong e Kasson),1994
promove o acumulo de AMPc (Heindalal, 1996), estimula a producéo do ativador do plasgénio (Apaet
al., 2002) e a maturagdo oocitaria (Apiaal, 1997) e promove a sobrevivéncia das célulasrdaugpsa por
inibir a apoptose (Leet al, 1999).

Conforme pode ser observado, a utilizacdo da bi@aade MOIFOPA contribui de forma decisiva para
a compreensao da foliculogénese, mostrando quesoierento folicular é regulado por horménios, fesdntra-
ovarianos e peptideos.

A influéncia de diferentes hormdnios, fatores descimento e outros peptideos sobre a ativacéo e
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crescimentan vitro de FOPA é ilustrado na Tab. 1.

Tabela 1. Influéncia de hormbnios e fatores decar@Ento sobre a ativacéo e crescimenteitro de FOPA.

Estagio folicular Efeito positivo Efeito negativo
Primordial
IGF-1e 2 (p) IGF-1 (b)
GDF-9 (r) AMH (r)

Insulina (r, b, p)
Kit Ligand (r)
FGF-2 (r)
LIF (r)
KGF (r)
BMP-4 (r)
BMP-7 (r)
BMP-15 (r)
Primario
FSH (r, p) AMH (b)
GDF-9 (r, p, 0) Estradiol (r)
BMP-15 (o)
FGF-2 (b)
VEGF (b)
Estradiol (b)
EGF (n)
TGFb (1)
Ativina (r)
Andrégenos (p, b)

Secundario

— FSH (r, p, b) FSH (r, b)
GDF-9 (r, p, 0) IGF-1 (b)
BMP-15 (0) TGFb (b)
FGF-2 (b) Ativina (r)
IGF-1 (r, b) AMH (r)
KGF (r)
LH ()
GH ()
Estradiol (b)

EGF (r, b)
TGFb (1)
Ativina (r, b)

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

Importancia da MOIFOPA para a producéo de embridesem larga escala

Conforme ja mostrado, a MOIFOPA é uma biotécnigaazade recuperar milhares de foliculos pré-
antrais a partir de um Unico ovario através doaisento. Tais foliculos sdo fonte de odécitos quespoder
destinados para a produc@o vitro de embrides. Os estudas vitro tém mostrado resultados bastante
satisfatérios com animais de laboratério. Eppig 8K&n (1996) obtiveram o nascimento de um camugdoa
partir de foliculos primordiais crescidos, matursdo fecundadog vitro. Mais recentemente, esta mesma
equipe aperfeicoando o protocolo utilizado antemgmte, relatou a produgéo de embribes e o nasendens9
camundongos saudaveis a partir de foliculos pr&iantultivados, maturados e fecundattositro (O’Brien et
al., 2003). Com relagéo aos estudos com espécies toase®s resultados mais satisfatérios foram coimos
onde chegou-se até o estadio de blastocisto apthsocde foliculos secundarios, maturacao e fecgadan
vitro (Wu et al, 2001). Anteriormente, Hiragt al. (1994) obtiveram a ovulacdo vitro a partir de foliculos pré-
antrais isolados que cresceram e maturanawitro. No caso das outras espécies mamiferas, comoxeoméo:
bovinos, caprinos e ovinos, foi obtido a formacéadtro a partir de foliculos secundarios isolaglosltivados
in vitro (Gutierrezet al, 2000; Cecconget al, 1999; Huamin e Yong, 2000). Diversas pesquisas estas
espécies estdo atualmente priorizando o desenwahtonde meios de cultivo eficientes que promovam a
maturacdo de milhares de odcitos oriundos dosulolcpré-antrais, o que possibilitaria a producgéolarga
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Consideracdes finais e perspectivas

Conforme mostrado, a biotécnica de MOIFOPA temriomido para a compreenséo da foliculogénse,
abrindo assim novas perspectivas para a producidamya escala de embrides de animais geneticamente
superiores. Foliculos pré-antrais isolados de osade seres humanos, animais domésticos, silvestdss
laboratorio podem ser cultivadom vitro em meios especiais permitindo um aumento da taxa d
desenvolvimento foliculain vitro. Além disso, foram elucidadas as fungées que vémosonios e fatores de
crescimento exercem durante o desenvolvimentoualic

Atualmente, a biotécnica de MOIFOPA vem sendozaiila para a producéo em larga de embrides de
animais de laboratério, ndo sendo possivel aingmducao de embrides de animais domésticos. Entogta
rapido avanco da ciéncia, associado as facilidadescentes de trocas de informacgdes entre labmatdo
mundo inteiro, poderdo resultar, em um futuro bremedesenvolvimento de sistema de cultivo que panm
um excelente crescimento folicular com a presewvalgiviabilidade folicular. Isso possibilitara dizdcdo de
odcitos oriundos da numerosa populacao de foliquiésantrais isolados e crescidosvitro, em programas de
fecundacéan vitro, clonagem e transferéncia de embrides, contriluantbngo prazo para a multiplicacéo de
animais de alto valor zootécnico e mesmo aquelegizaie extingdo. A curto prazo, paralelamentesiod® de
crescimento foliculain vitro, uma alternativa é de desenvolver procedimentosalamento e congelagdo de
foliculos pré-antraisn vitro visando-se a utilizacdo futura em sistemas deévouljue apresentarem condiges
Otimas para o completo desenvolvimento folicularvitro. Futuramente, com a utilizacdo, na pratica, da
biotécnica de MOIFOPA, sera factivel o restabeledio de populagGes de animais ameacados de ex#ngéo
partir de pequenos nimeros de fémeas.
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