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Resumo

A presente revisao aborda os principais avangos do cultivo in vitro e do xenotransplante de foliculos
ovarianos pré-antrais e como estas técnicas poderdo contribuir, de maneira isolada ou conjunta, para a produgio
in vitro de embrides a partir de matrizes de estimado valor genético ou zootécnico e que estejam em situagdes de
morte iminente ou imediatamente post-mortem. As informagdes apresentadas nesta revisdo permitem concluir
que ambas as biotécnicas estdo em constante desenvolvimento e que, num futuro préoximo, poderdo fornecer,
isolada ou conjuntamente, foliculos antrais aptos a rotina de producdo in vitro de embrides de ruminantes.
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Abstract

This review approaches the main contributions on advances and how does in vitro culture and
xenotransplantation of preantral follicles can contribute in each one or both of these techniques, for in vitro
production of embryos from ruminants of high genetic or zootechnic merits that are in imminent death or in the
immediately post-mortem period. The informations presented in this review allows the conclusion that both
biotecniques are in progress and, in a near future, they could provide, separately or in conjunction, antral
follicles suitable for routine in vitro production of embryos from ruminants.
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Introducao

A necessidade de aproveitamento dos odcitos existentes num ovario que esteja condenado ao descarte
devido a sua retirada ou a morte da doadora estimulou o desenvolvimento de diferentes técnicas para minimizar
a perda de foliculos ovarianos existentes em seu interior, destacando-se a manipulagdo de odcitos inclusos em
foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) e o xenotransplante ovariano.

Estudos recentes evidenciam o potencial do aproveitamento de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA)
de ruminantes para a produgdo in vitro, seja por cultivo in vitro (Huanmin e Yong, 2000; Gupta et al., 2008;
Saraiva et al., 2010; Magalhaes et al., 2011) ou por xenotransplante (Senbon et al., 2003, 2004a, b, 2005; Aerts
et al., 2010; Bezerra, 2010). Considerando-se que os foliculos majoritarios no ovario sdo os mais precoces
(FOPA), e estes sdo, paradoxalmente, os menos aproveitados em casos de urgéncia pelo descarte do ovario apds
a pungdo folicular, a presente revisdo discute os principais avangos sobre a manuten¢do € o crescimento de
od6citos inclusos em FOPA e de que forma o cultivo in vifro € o xenotransplante destas estruturas podem
contribuir para a continuidade do crescimento folicular e a producdo de odcitos viaveis a fertilizagdo a partir de
ovarios coletados de animais com morte iminente ou post-mortem.

Formacao dos foliculos ovarianos em ruminantes e sua importiancia nas biotécnicas reprodutivas

A foliculogénese pode ser compreendida como o periodo entre a formagdo dos primeiros foliculos
primordiais até a atresia ou até o estadio de foliculo pré-ovulatério seguido de ovulagdo (Driancourt et al., 2001).
Deste modo, o foliculo ovariano torna-se a estrutura responsavel pelo crescimento, manutengdo e preparo para
posterior maturagdo do oocito nele contido, sendo classificado pela literatura em dois grupos principais: 0s
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foliculos pré-antrais (FOPA) e os antrais. Os primeiros diferenciam-se dos demais por serem destituidos de
antro, uma cavidade repleta de fluido, que, por sua vez, nutre e regula o crescimento oocitario, e sdo
classificados em foliculos primordiais, primarios e secundarios. Esta distincdo advém da morfologia (ntimero e
formato das células foliculares), bem como do seu tamanho. Eles constituem a principal reserva de gametas das
fémeas e correspondem a aproximadamente 90-95% da populagdo dos foliculos existentes no interior dos
ovarios, embora apenas 0,1% destes atinja a ovulagdo evitando a degeneracdo ao longo do crescimento
(Hirshfield, 1988).

Informagdes sobre a populagédo folicular existente no ovario sdo importantes na avaliagdo da eficiéncia
de técnicas relacionadas aos foliculos ovarianos, para o monitoramento da foliculogénese, fornecendo
informagdes basicas sobre a fisiologia do animal em funcdo da idade e da influéncia nutricional, por exemplo.
Este nimero de foliculos ovarianos pré-antrais e antrais de ruminantes foi estimado inicialmente a partir de
procedimentos estereoldgicos em ldminas histologicas. Esses estudos sobre a populagdo folicular foram
realizados em bovinos (Erickson, 1966; Russe, 1983), ovinos (Russe, 1983) e caprinos (Bezerra et al., 1998),
com os dados referentes ao surgimento dos diferentes tipos de foliculos ainda na vida fetal apresentados na Tab.
1. E importante salientar que estas informagdes orientam a escolha da melhor idade gestacional para a coleta de
ovarios e melhor direcionamento na condugdo de experimentos em que sdo desejados tipos especificos de
foliculos ovarianos, seja para o cultivo in vitro de FOPA (Figueiredo et al., 1994) ou ainda para estudos de
produgdo in vitro de embrides a partir de fetos (Chohan e Hunter, 2004).

Tabela 1. Formagdo dos diferentes foliculos pré-antrais e antrais iniciais em ruminantes domésticos em fungéo
da idade gestacional em dias.

Espécie (referéncia)

Tipo de foliculo ovariano Bovinos Ovinos Caprinos
(Russe, 1983) (Russe, 1983) (Bezerra et al., 1998)
Foliculos primordiais 130 66 62
Foliculos primarios >140 >75 >73
Foliculos secundérios >210 >140 >73
Foliculos tercidrios (com antro) > 230 > 140 > 102

Estudos in vitro da foliculogénese inicial

Considerando-se que métodos histologicos sdo limitados, por avaliarem ovarios que se tornam
inutilizados para a finalidade reprodutiva em decorréncia dos fixadores utilizados na histologia, a MOIFOPA
surgiu como alternativa de estudo sobre a foliculogénese e a manutencao extracorpdrea dos foliculos ovarianos.
Assim, foram desenvolvidas técnicas para estudo e cultivo de FOPA com estroma circunjacente, ou totalmente
isolados. O desconhecimento das necessidades fisiologicas inerentes as etapas iniciais do desenvolvimento
folicular, sobretudo para foliculos isolados, estimulou o desenvolvimento de protocolos de cultivo folicular,
fornecendo novas perspectivas a partir dos primeiros resultados com isolamento e cultivo in vitro de FOPA em
bovinos (Hulshof et al., 1992; Figueiredo et al., 1993, 1994, 1995), além de trabalhos que resultaram em
informagoes tteis relacionados aos melhores protocolos de conservagao do ovario no momento da sua coleta até
o desenvolvimento de um método para a obtencdo de odcitos vidveis com vistas a geracdo de um novo
descendente (Andrade et al., 2005; Costa et al., 2005).

O isolamento de FOPA do estroma ovariano ¢ realizado quando se faz necessario o cultivo destas
estruturas em fungdo do estadio de crescimento especifico, quando o estudo visa conhecer a necessidade dos
FOPA sem influéncia de fatores ou demais moléculas produzidas pelo estroma circunvizinho ou com o intuito de
verificar o papel de meios quimicamente definidos no crescimento de foliculos primordiais, primarios ou
secundarios. Outra aplicacdo do isolamento objetiva a conservacdo e¢ o armazenamento dos FOPA com a
finalidade de suprir bancos de germoplasma (Santos et al., 2007), os quais podem ser disponibilizados em
momento apropriado para as diferentes situagdes de cultivo ou, biologia molecular, além de servirem como
doadores de nucleo para clonagem ou de cromossomos para transgénese (Figueiredo et al., 2008).

O numero de foliculos primordiais obtidos por isolamento para o cultivo in vitro é consideravel,
entretanto o cultivo desse tipo folicular isolado apresenta limitagdes em muitas espécies, com resultados
variaveis devido a necessidade de combinagdo de fatores de crescimento e hormonios que variam conforme o
avango dos estadios foliculares (Fortune, 2003). A busca por informagdes sobre o cultivo com meios
quimicamente definidos aumenta, e as razdes para este tipo de cultivo sdo praticas, haja vista que ele poderia ser
repetido em diferentes tempos e laboratdrios, além da isengdo de atividades biologicas de enzimas e fatores de
crescimento desconhecidos (Summers e Biggers, 2003). Apesar desta necessidade, os métodos de cultivo de FOPA
com maior eficiéncia utilizam fontes de macromoléculas semidefinidas, como albumina sérica bovina (Gutierrez et
al., 2000; McCaffery et al., 2000; Itoh et al., 2002; Saraiva et al., 2010; Magalhaes et al., 2011), e indefinidas,
como soro fetal bovino (Huanmin e Yong, 2000; Cecconi et al., 2004) ou soro de boi (Gupta et al., 2008).
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Como alternativa a obtencao de FOPA crescidos em cultivo apés isolamento, a utilizacdo destes, ainda
inclusos no estroma de origem (in situ), apresentou resultados satisfatorios quanto ao crescimento folicular e a
formacdo de antro, podendo fornecer suporte por longos periodos com manutencdo da organizagdo celular e
histoarquitetura geral dos foliculos (Gutierrez et al., 2000). Acrescente-se ainda o fato de o cultivo in vitro de FOPA a
partir de fetos poder apresentar um melhor rendimento, pois seus ovarios possuem um grande nimero destas
estruturas, com maior propor¢do de parénquima do que aquela observada nas fémeas adultas (Fortune, 2003).

Independentemente de os FOPA serem cultivados isolados ou in sifu, o seu crescimento pode ser
dividido em trés etapas: a primeira diz respeito a ativagdo dos foliculos primordiais a primarios; a segunda, do
crescimento de foliculos primarios a secundarios; ¢ a Ultima, de foliculos secundarios a estadios periantrais
(Fortune, 2003). A ativagdo folicular de foliculos pré-antrais in vitro foi inicialmente estudada em ruminantes
com a espécie bovina, em meados da década de 90 (Hulshof et al., 1995). J& o crescimento folicular de foliculos
primarios para secundarios foi estudado em caprinos por Huanmin e Yong (2000), e as publicagdes mais
divulgadas sobre crescimento folicular em ruminantes concernem principalmente a terceira etapa. Em bovinos,
os estudos considerados de maior relevancia para o cultivo in vitro de FOPA resultaram no crescimento destes a
foliculos antrais. Em caprinos (Saraiva et al., 2010; Magalhaes et al., 2011) e bubalinos (Gupta et al., 2008),
embrides foram obtidos a partir de FOPA com dimensdes compativeis as de foliculos secundérios mensurados
em outros estudos (Bezerra et al., 1998; Mondadori et al., 2007).

Embora possam ocorrer divergéncias quanto aos critérios de classificagdo folicular em fungdo da
conveniéncia do estudo em questdio, o critério de didmetro ¢ necessario para a mensuragdo do crescimento.
Estudos com cultivo in vitro de FOPA bovinos utilizaram foliculos com dimensdes entre 100 e 200 pum
(McCaffery et al., 2000) ¢ acima de 163um (Gutierrez et al., 2000) ou 145um (Itoh et al., 2002). Em caprinos, o
crescimento in vitro foi também observado a partir de foliculos com mais de 100 um de didmetro a antrais
(Huanmin e Yong, 2000; Saraiva et al., 2010; Magalhdes et al., 2011). Em ovinos, o crescimento de FOPA
medindo originalmente 170um resultou em foliculos antrais (Cecconi et al., 2004); em bubalinos, embrides
foram obtidos a partir do cultivo de FOPA com diametros entre 265 a 295 um, cocultivados com células do
cumulus (Gupta et al., 2008). Em todas as espécies citadas, os didmetros foliculares utilizados para o cultivo sdo
compativeis com os de foliculos secundarios (Hulshof et al., 1992; Bezerra et al., 1998; Mondadori et al., 2007).

Estudo in vivo da foliculogénese por transplante ovariano

Os transplantes ovarianos sao classificados, de acordo com a espécie receptora, como: auto (transplante
no mesmo individuo), iso (transplante em individuos geneticamente idénticos), alo (transplante para outro
individuo da mesma espécie) ou xenotransplante (transplante entre espécies diferentes); e, segundo suas
localizacdes, sdo classificados em ortotépico ou heterotopico, sendo proximos ou distantes da localizagdo
anatomica original, respectivamente (Krohn, 1977).

Os transplantes ovarianos sao utilizados desde a década de 60 em murinos (Krohn, 1977; Aubard et al.,
1999) e a de 90 em ovinos (Gosden et al., 1994; Campbell et al., 2000). Nesta ultima espécie, foi primeiramente
relatada com sucesso uma gestacdo tanto apos o autotransplante a fresco quanto com tecido criopreservado.
Ainda em ovinos, esta técnica produziu uma sincronizacdo dos foliculos primordiais, simultaneamente a
retomada da ciclicidade ovariana apds um periodo que variou de trés a seis meses (Hunter et al., 2004).

A utilizagdo de ovarios criopreservados foi realizada com autotransplantes em caprinos (Santos, 2007) e
ovinos (Gosden et al.,, 1994; Salle et al., 2002). Em cabras, foram observados remodelagem ovariana e
comportamento de estro em torno de 71 dias apds o autotransplante, com fragmentos submetidos ou ndo a
congelacdo. Em ovelhas, nascimentos foram relatados (Gosden et al., 1994; Salle et al., 2002) ao passo que, em
bovinos, estudos com autotransplante ndo sdo conhecidos, provavelmente devido ao alto custo de manutengdo de
fémeas experimentais nessa espécie e a possibilidade de transplantes em animais de laboratdrio com menor custo
de manutengao.

Com a utilizacdo de linhagens de camundongos e ratos knockout para genes responsaveis pela resposta
imune-humoral, surgiu mais uma possibilidade de cultivo folicular, fazendo com que o xenotransplante viesse a
se tornar um dos caminhos possiveis para a maturagdo oocitaria e a obtengdo de odcitos de tamanho apropriado
para a PIV (Aubard, 2003). Com isso, o xenotransplante se tornou uma op¢ao a mais para a manutencdo da
fertilidade de fémeas com alto valor zootécnico apds uma circunstancia de infertilidade adquirida ou de morte,
podendo ser aplicado também no aproveitamento de germoplasma em animais silvestres e em racas de animais
domésticos em vias de extingdo. Os principais resultados apresentados em animais silvestres com esta técnica
foram em saguis (Candy et al., 1995), elefantas (Gunasena et al., 1998) e marsupiais (Wolvekamp et al., 2001),
com crescimento de FOPA até o estadio antral. Nascimentos por xenotransplante foram obtidos a partir de
ovarios de camundongas transplantados em ratas (Snow et al., 2002).

Em estudos com bovinos, Senbon et al. (2003, 2004a, b) observaram o crescimento de foliculos
secundérios oriundos de vacas até a fase antral quando transplantados em camundongas, tendo os oodcitos
apresentado dimensao suficiente para serem submetidos a maturagao in vitro (MIV) e alcangando a metafase da
segunda divisdo meiotica. Posteriormente, esta mesma equipe realizou a fertilizagdo in vitro e obteve embrides
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no estadio de cinco a oito células em 2% dos odcitos fertilizados, demonstrando a necessidade de outros estudos
acerca da competéncia do o6cito no desenvolvimento embrionario (Senbon et al., 2005). Recentemente, estudos
realizados a partir do xenotransplante de ovarios fetais demonstraram ativagcdo massiva em torno de 14 dias apos
a introducdo de foliculos primordiais isolados sob a cépsula renal de camundongos imunodeficientes (Aerts et
al., 2010). Paralelamente, estudo conduzido no Brasil também com ovarios fetais bovinos demonstrou a ativagdo
de foliculos primordiais, com crescimento espontdneo de FOPA e surgimento de foliculos antrais a partir de 30
dias de transplante com odcitos de tamanho apropriado a MIV (Bezerra, 2010).

Como limitag¢des, o xenotransplante necessita de receptores imunossuprimidos, ambiente adequado para
sua manuten¢do, acompanhamento permanente dos animais transplantados, instrumental cirtrgico para
microcirurgia e equipe especializada para o procedimento cirurgico. A Fig. 1 ilustra a técnica de xenotransplante
de tecido ovariano de feto bovino para a regido subcapsular do rim de camundongos da linhagem C57Bl/SCID.

Os principais obstaculos relatados para a restauracdo da fertilidade a partir de transplante de cortex
ovariano criopreservado sdo as adesdes e o risco de isquemia até que ocorra a neovascularizagdo (Liu et al.,
2002) e a retomada da funcdo. No que concerne a responsividade dos tecidos transplantados aos hormdnios
enddgenos, produzidos pelo animal receptor e sobre como os hormonios exdgenos atuam em ruminantes, mais
informagdes sdo necessérias. Sabe-se que foliculos antrais foram obtidos sem estimulagdo hormonal quando
ovarios de saguis (Candy et al.,, 1995), eclefantas (Gunasena et al., 1988) e uma espécie de marsupial
(Wolvekamp et al., 2001) foram transplantados em murinos. Ja no caso de ovarios humanos xenotransplantados,
a utilizagdo de hormédnios exdgenos como o FSH e 0 hCG estimulou o surgimento de foliculos antrais (Oktay et
al., 1998; Weissman et al., 1999). Partindo-se do principio de que os androgenos ou demais gonadotrofinas
enddgenas de machos poderiam auxiliar no crescimento folicular, camundongos machos foram utilizados como
receptores, com crescimento de foliculos secundérios a antrais, mas sendo estes menos vidveis quando
comparados aos ja normalmente encontrados em fémeas (Senbon et al., 2004a; Hernandez-Fonseca et al., 2005).
O eCG foi utilizado em xenotransplantes de bovinos, resultando num aumento no crescimento folicular
comparado aos animais ndo submetidos tratados hormonalmente, enquanto o crescimento oocitirio nao
demonstrou diferencas (Senbon et al., 2005). Ao se comparar o efeito de dois tratamentos com hormonios
exogenos, os transplantes oriundos de fetos promoveram crescimento folicular semelhante em tratamentos com
os hormonios r-hFSH e eCG (Bezerra, 2010).

Figura 1. Tecido ovariano de feto bovino sob a capsula renal de camndongos
imunossuprimidos de linhagem C57B1/SCID apés 30 dias do xenotransplante
(Foto dos autores).

Quanto a aplicabilidade dos transplantes em ruminantes domésticos, o autotransplante ovariano
justificar-se-ia em casos de infertilidade adquirida em fémeas de interesse comercial elevado ou zootécnico e
como suporte aos estudos médicos (Gosden et al., 1994). Uma vez que os alotransplantes necessitam de
compatibilidade entre doadoras e receptoras ou que estas sejam submetidas a tratamentos imunossupressivos,
esta técnica ndo apresenta uma aplicacdo pratica em bovinos. Porém, o transplante entre bovinos poderia ser
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justificado em casos de morte inesperada ou para melhor aproveitamento dos ovarios pela técnica de
isotransplante entre clones de interesse comercial, farmacéutico ou cientifico, reduzindo, assim, o risco de
rejeicdo. Desse modo, o xenotransplante apresenta-se como uma possibilidade mais concreta de aproveitamento
e manutencdo do ovario dos ruminantes desde que seja realizado em receptores imunossuprimidos. Neste caso,
as linhagens de camundongos SCID (Senbon et al., 2003) ou ratos NUDE (Wolvekamp et al., 2001) podem se
comportar como receptores para outros estudos a serem realizados ndo apenas em ruminantes mas também em
humanos, como sugere a revisao de literatura publicada por Bols et al. (2010), visto que, em grandes mamiferos
domésticos e em humanos, os melhores resultados com xenotransplante viabilizaram a FIV, porém sem a
produgdo de embrides viaveis até o0 momento.

Bezerra et al. Potencial do cultivo in vitro e do xenotransplante na sobrevida e no desenvolvimento de foliculos...

Puncio seguida de maturacio in vitro

A maturagdo in vitro (MIV) ¢ a técnica que, associada com a fertilizagdo in vitro (FIV), compde as
etapas de producdo in vitro (PIV). Inicia-se normalmente com a pun¢do dos foliculos antrais macroscdpicos
medindo de 2 a 6 mm de didmetro (Ward et al., 2000). Uma vez que o cultivo in vitro de FOPA e o
xenotransplante discutidos anteriormente venham a produzir um numero maior de foliculos vidveis, uma
conexdo entre essas técnicas e a PIV pode ser estabelecida, conforme pode ser observado na Fig. 2.

Ademais, a espécie ruminante em que a PIV é mais bem estabelecida e difundida ¢ a bovina, sendo a
primeira cria obtida na década de 80 (Brackett et al., 1982). E em fungio dessa espécie que existe o maior
numero de laboratérios com pessoal treinado para a obten¢do de odcitos e produgdo de embrides. Segundo a
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides, a China, o Brasil e a Coreia estdo entre os paises que
mais transferem embrides provenientes da PIV, responsaveis por aproximadamente 96% do total de embrides
produzidos e transferidos no mundo, sendo a maioria deles transferidos a fresco (Thibier, 2006).

MOIFOPA

e e

PUNGAQ
FOLICULAR

25
%
%
it ¥XENOTRANSPLANTE

Figura 2. Destinos possiveis de ovarios coletados emergencialmente antes ou logo apds a morte de doadoras; As
setas hachuradas representam alternativas em desenvolvimento.

Consideracoes finais

A MOIFOPA tem sido normalmente associada ao cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais.
Entretanto, os resultados apresentados ja sugerem que combinagdes entre o cultivo in vitro e o xenotransplante
podem melhorar a eficiéncia da técnica, como, por exemplo, a utilizagdo de foliculos primordiais ativados in vivo
e a recuperacdo de secundarios a partir destes transplantes para continuar seu desenvolvimento a antrais in vitro
ou vice-versa. Os procedimentos de MOIFOPA e xenotransplante, mesmo necessitando de mais estudos, estdo
em constante avango e despertando o interesse cientifico de varios grupos de pesquisadores em todo o mundo.
Essas técnicas também servem como op¢do para a manutengao da atividade ovariana extracorpdrea mesmo apos
a morte acidental ou iminente. Dessa forma, nas condigdes anteriormente descritas, os ovarios coletados e
cultivados por esses métodos serviriam adequadamente para a produgdo de embrides in vitro em laboratdrios
proximos e habilitados para este procedimento, evitando-se o descarte de centenas de o6citos.
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