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Resumo

A biodiversidade mundial tem sido consideravelmente reduzida nos ultimos anos, principalmente devido as
modificagdes antrdpicas nos habitats. Como consequéncia, tem-se observado um rapido e continuo declinio das
espécies mamiferas silvestres. Nesse contexto, a biotécnica “Ovario Artificial”, surge como uma ferramenta para a
conservacdo da biodiversidade, pois tem como objetivo a manipulacgdo in vitro de obcitos inclusos em foliculos pré-
antrais visando o seu crescimento e maturagdo, além da preservacdo de oocitos por meio do resfriamento e/ou
criopreservacdo, permitindo o fornecimento de milhares de odcitos, que poderdo ser utilizados posteriormente. Este
artigo de revis@o descreve os aspectos gerais, importancia e avangos do ovario artificial em animais silvestres.
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Abstract

The world biodiversity has declined in recent years, mainly due to anthropogenic changes in habitats. As
consequence, a rapid and steady decline in wild mammalian species is observed. In this context, the "Artificial
Ovary" biotechnology emerges as a tool for the biodiversity conservation, since its objective is the in vitro
manipulation of oocytes enclosed in preantral follicles, aiming their growth and maturation, as well as their
preservation by cooling and / or cryopreservation, allowing the supply of thousands of oocytes, which can be further
used. This review describes the general aspects, importance and advances of the artificial ovary in wild animals.

Keywords: MOEPF, preantral follicles, germplasm bank. MOEPF.
Introducao

A biodiversidade mundial tem sido consideravelmente reduzida nos ultimos anos, sendo um reflexo
negativo da perda de habitats, mudangas climaticas ¢ a introducao de espécies exoticas (Costa ¢ Martins, 2008;
Machado et al., 2017). Como consequéncia, tem-se observado um rapido e continuo declinio das espécies mamiferas
silvestres, estimando-se que das mais de 27000 espécies ameagadas, 25% correspondem a mamiferos (IUCN, 2019).
Dessa forma, estratégias de conservagao in situ, como a preservagdo dos habitats, sdo as melhores formas de
conservacdo da diversidade bioldgica, por permitirem a continuagdo dos processos evolucionarios naturais (Andrabi
e Maxwell, 2007). Contudo, elas podem ser ineficientes em casos de populagdes reduzidas ou quando a maioria dos
individuos remanescentes esta localizada em areas desprotegidas (Costa e Martins, 2008).

Assim, uma grande aten¢@o vem sendo dada a métodos e técnicas de manuteng@o de espécies e seu material
genético ex situ, seja in vivo ou in vitro (Hiemstra et al., 2005), associadas a programas de reproducdo assistida cujo
objetivo é a manuten¢do da diversidade genética. A criacdo de bancos de germoplasma, portanto, merece destaque,
uma vez que permite o armazenamento de material genético, incluindo gametas, para uso em futuras intervencdes
(Silva et al., 2012; Machado et al., 2017).

Nesse contexto, a biotécnica “Ovario Artificial”’, ou Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA), representa uma importante ferramenta na otimizagdo do potencial reprodutivo
das fémeas, contribuindo para sua conservagdo (Figueiredo e Lima, 2017). Esta técnica tem por objetivo a
manipulagdo in vitro de foliculos pré-antrais visando o seu crescimento e maturagdo e, além das etapas de
isolamento e cultivo folicular in vitro (CIV), esta abrange também a preservagdo de odcitos por meio do
resfriamento e/ou criopreservacdo, permitindo o fornecimento de milhares de odcitos, que poderdo ser utilizados
para a multiplica¢@o de animais (Figueiredo et al., 2008).

Em animais silvestres técnicas como criopreservacdao e CIV de gametas femininos ainda ndo estdo bem
estabelecidas, mas sua relevancia ¢ indiscutivel, constituindo-se de um elo entre os programas de conservacio
animal in situ e ex situ (Andrabi e Maxwell, 2007). Diante do exposto, o objetivo da presente revisdo de literatura é
apresentar a importancia da biotécnica de Ovario Artificial como estratégia para a preservagao de espécies silvestres
ameacadas, abordando seu estado atual e perspectivas do seu uso para esta finalidade.
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Aspectos gerais e importincia da Manipulacio de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais -
MOIFOPA

De todos os gametas encontrados no ovario mamifero, a maioria apresenta-se inclusa em foliculos
ovarianos pré antrais, representando de 90 a 95% de toda populagdo folicular. Entretanto, como a maioria destes
foliculos (99,9%) ndo chega até a ovulagdo, sendo eliminada por meio da atresia folicular (Figueiredo et al., 2007),
uma das formas de se resgatar e utilizar este material ¢ por meio da biotécnica de ovario artificial ou MOIFOPA.
Esta tem por objetivo a o resgate e manipulagdo in vitro de foliculos pré-antrais (FOPA) visando o seu crescimento e
maturagdo, permitindo seu emprego adequado em técnicas de reprodugdo assistida (Figueiredo e Lima, 2017).

A MOIFOPA ¢ uma biotécnica de grande importancia tanto para a pesquisa fundamental ou bésica, quanto
para a reprodug@o animal, uma vez que contribui com informagdes requeridas para a compreensdo dos eventos
relacionados a foliculogénese na fase pré antral. Além disso, por permitir o acesso ¢ manipulagdo de um grande
numero de foliculos pré-antrais a partir de um unico ovario, podera contribuir para a multiplicagdo de animais em
vias de extin¢do (Figueiredo et al., 2008).

Ela apresenta ainda inumeras outras vantagens, como uma ferramenta no aumento da eficiéncia reprodutiva
de fémeas de alto valor zootécnico ou em perigo de extingdo, possibilitando o uso de um nimero muito maior de
oocitos a serem utilizados em diversas biotécnicas como a fertilizagdo in vitro, tecnologia de embrides, clonagem e
transgenia (Figueiredo et al., 2007).

Adicionalmente, ¢ uma ferramenta importante para estudar a foliculogénese, testando e avaliando o efeito
de diferentes substancias (gonadotrofinas, fatores intra-ovarianos) no desenvolvimento oocitario inicial (Figueiredo
et al., 2007). Esta é uma etapa de grande importancia no contexto da adaptagdo de técnicas de reproducao assistida a
animais silvestres, uma vez que uma das limitagdes para o seu sucesso ¢ a falta e informacdes sobre a fisiologia
reprodutiva das espécies (Micheletti et al., 2011).

Além das etapas de isolamento e cultivo folicular in vitro, abrange também a preservacio de oocitos por
meio do resfriamento e/ou criopreservagao (Figueiredo et al., 2008), auxiliando, nesse sentido, a formagao de bancos
de germoplasma animal. Futuramente, esta técnica reprodutiva podera contribuir para o restabelecimento de
populacdes de animais ameagados de exting@o a partir de pequenos numeros de fémeas (Figueiredo et al., 2007).

O papel da MOIFOPA na formacio de bancos de germoplasma animal

A criopreservacdo de germoplasma é uma alternativa que diminui as limitagdes impostas pelo tempo ¢ pela
distancia para a conservacdo de diversas espécies silvestres em risco de extingdo (Costa e Martins, 2008). Mesmo
diante dos esforcos em se manter as populagdes em seu ambiente natural, nestes espagos as pequenas colegdes de
individuos podem ficar isoladas em areas restritas de preservagdo, com pouco ou nenhum contato entre si,
requerendo a intervengdo humana para manter o intercambio genético entre elas, o que pode ser beneficiado pela
manutencdo de estoques de material genético (Saragusty et al., 2017).

Os bancos de germoplasma animal permitem o armazenamento de biomateriais, incluindo os gametas, os
quais podem ser utilizados para intervengoes futuras (Comizzoli, 2015). Embora a maioria dos trabalhos seja voltada
para a criopreservacdo de espermatozoides e odcitos, estudos orientados na preservacdo de tecido ovariano
(Jewgenow et al., 2011) e células somaticas (Ben-Nun et al., 2011) vem crescendo, no intuito de resgatar foliculos
ovarianos imaturos ou células pluripotentes, respectivamente (Comizzoli et al., 2012).

Nesse sentido, a MOIFOPA exerce papel fundamental na consolidagdo de protocolos eficientes de
criopreservacdo de material genético. Isso € possivel uma vez que compreende a etapa de conservacdo dos foliculos
pré-antrais, possibilitando ainda a avaliag@o da eficiéncia de protocolos de criopreservagdo de odcitos, por meio da
analise da sua sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro posterior ao procedimento (Figueiredo et al., 2009).

A obtengdo dos gametas femininos pode ser realizada por bidpsias do tecido ovariano, ovariectomia uni ou
bilateral ou colheita do ovario imediatamente ap6s a morte do animal, independentemente da idade (Domingues et
al., 2007). E, visando sua preservagdo, pode ser realizada a estocagem do tecido ovariano, dos foliculos isolados ou
dos oocitos maduros ou imaturos (Lermen et al., 2009).

A opcao de criopreservar o tecido ovariano permite a conservagdo de uma grande quantidade de gametas
femininos de uma so6 vez, além disso, os foliculos pré antrais sdo mais resistentes a baixas temperaturas do que os
foliculos antrais, o que permite o armazenamento desta reserva de material de forma eficiente (Santos et al., 2010).
Adicionalmente, dada a sua ampla aplicag@o na reproducdo assistida associada ao transplante, a possibilidade de
retomada da fungdo ovariana e a facilidade de manuseio do tecido, a maioria dos trabalhos tem se concentrado na
criopreservacao de tecido ovariano (Brito et al., 2018; Faustino et al., 2011).

O tecido ovariano ¢ formado de uma grande reserva de odcitos contidos em foliculos primordiais, os quais
abrangem cerca de 90% de todos os foliculos presentes neste 6rgdo, dessa forma, a preservacdo desse tecido
permitiria o estoque de uma grande quantidade de material genético feminino (Santos et al., 2010). Estes foliculos
s80 mais resistentes a baixas temperaturas, uma vez que seu o0cito possui menor taxa metabolica; auséncia de fuso
meidtico, zona pelicida e granulos da cortical; e menor quantidade de gotas lipidicas do que odcitos presentes em
foliculos em estagios mais avangados de desenvolvimento (Hovatta, 2005). Adicionalmente, ele pode ser obtido de
animais de qualquer idade (incluindo fetos), bem como imediatamente apos a sua morte (Cleary et al., 2001). Sua

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.42, n.3-4, p.146-151, jul./dez. 2018. Disponivel em www.cbra.org.br 147



y

Lima et al. Adaptagdo da tecnologia do ovario artificial para os animais silvestres.

maior limitagdo ¢ a dificuldade na preservacdo do proprio ovario, considerando-se a diversidade de tipos celulares e
componentes deste tecido (Hovatta, 2005).

Dessa forma, a MOIFOPA podera contribuir para a utilizagdo posterior desta reserva de gametas, com o
desenvolvimento de um sistema que permita o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais ¢ que resulte em oocitos
aptos a serem maturados e fecundados in vitro, possibilitando, assim, a preservacdo a longo prazo de células
germinativas femininas (Mao et al., 2002).

Avancos da adaptacdo da MOIFOPA na conservacio de gametas de animais silvestres

Apesar dos resultados mais satisfatorios até hoje apresentados terem sido obtidos a partir de fémeas de
camundongos (O’brien et al., 2003), muitos estudos t€ém mostrado a importancia das diversas etapas da MOIFOPA
na conservagdo de espécies silvestres. Especificamente na América do Sul, onde se concentra uma grande parte da
fauna mundial (Silva et al., 2016), esta biotécnica tem contribuido na elucidagdo de mecanismos envolvidos na
foliculogénese inicial e na formagao de bancos de germoplasma.

Sem duvidas, o primeiro passo neste estudo ¢ a obtencdo e conhecimento das caracteristicas da populacdo
folicular ovariana nas diversas espécies, isso porque parametros qualitativos e quantitativos da populacdo folicular
estdo relacionados ao potencial reprodutivo das fémeas. Em chinchilas (Chinchilla lanigera) foi observado que os
ovarios apresentam foliculos em diferentes estagios, sendo o cortex composto por uma maior proporgdo de foliculos
primordiais e primarios (Sanchez-Toranzo et al., 2014). Por outro lado, em bugio — preto (Alouatta caraya), uma
populagdo de 59.921 foliculos foi encontrada. Destes, 71,1% correspondendo a foliculos primordiais, 18,9% de
primarios, 8,1% de foliculos secundarios, 1,4% de foliculos terciarios e 0,5% de foliculos pré ovulatdrios (Lopes et
al., 2006).

Em espécies constituintes do bioma caatinga do Nordeste brasileiro como catetos, cutias e preas, estudos
com a aplicabilidade do ovario artificial vem mostrando resultados promissores. Em catetos, o total de 33273 + 5789
foliculos pré-antrais foi estimado para cada um dos ovérios (Pecari tajacu), sendo esta populacdo formada em sua
maioria por foliculos primordiais (91,56%), seguidos de primarios (6,29%) e secundarios (2,15%). Nesta espécie,
foram observados vactiolos no citoplasma oocitdrio que correspondem a gotas de lipidios, os quais foram
confirmados pela andlise ultraestrutural (Lima et al., 2013). Em contraste, uma populacdo de menor ntimero de
foliculos foi encontrada em ovéarios de cutias da espécie Dasyprocta leporina. Nestas, 4419 + 532 e 5397 + 574
foliculos no ovario direito e esquerdo, respectivamente, foram observados, com 7,51% constituida de foliculos
pluriovulares (Santos et al., 2018).

Uma caracteristica peculiar foi observada em preas (Gallea spixii). Nesta espécie, foi estimada a populagdo
de 416 + 342 foliculos por par de ovarios, sendo a maioria composta de foliculos primarios (63,4%), diferindo da
maioria das espécies mamiferas (Praxedes et al., 2015), o que mostra a variabilidade entre as espécies. Em se
tratando de conhecer caracteristicas intrinsecas das diferentes espécies, estudos foram conduzidos avaliando a
expressdo de genes no ovario de viscacha (Lagostomus maximus). Esta espécie ovula entre 400 e 800 oocitos por
ciclo estral e a expressdo de uma proteina VASA especifica de células tronco, proteinas apoptoticas BCL2 e BAX,
assim como a fragmentacdo de DNA revelou uma proliferagdo irrestrita de células tronco nesta espécie, sem a
eliminacdo apoptdtica, sendo distinta dos demais mamiferos (Jensen et al., 2008; Leopardo et al., 2011).

Sobre a conservacdo do material genético feminino, em cutias (Dasyprocta aguti) a criopreservacao por
meio da congelacdo lenta de fragmentos ovarianos permitiu a manutencdo da integridade morfologica de pelos
menos 60,6% dos FOPA (DMSO: 60,6 + 3,6%, EG: 64,0 = 11,9%; PROH: 62,0 + 6,9%), ndo havendo diferengas
entre eles. Por outro lado, na andlise ultraestrutural, foi verificado que apenas os foliculos criopreservados com
PROH mantiveram a ultraestrutura similar ao grupo controle (Wanderley et al., 2012).

Na mesma espécie, recentemente foi verificada que a vitrificagdo em superficie solida de fragmentos
ovarianos utilizando a associacdo de 3,0M de DMSO e 3,0M de etilenoglicol (EG) possibilitou o retorno da
atividade de enxertos em camundongos SCID C57B1/6n (Praxedes et al., 2018). Neste estudo foi observado que
16,7% das fémeas que receberam o enxerto vitrificado/aquecido tiveram retomada da atividade ovariana
aproximadamente 20 dias apds o procedimento, sendo confirmado pela presenca de alteragdes na genitalia externa e
pelo aumento dos niveis de estrogeno sérico. Além disso, a vitrificagdo ndo causou fragmentagdo do DNA oocitario,
nao diferindo do grupo ndo vitrificado na analise do TUNEL.

A utilizagdo da vitrificagdo em superficie solida de tecido ovariano mostrou ser aplicavel também em preas
(Gallea spixii), nos quais foi possivel preservar a morfologia normal em 69,5% dos foliculos pré-antrais utilizando
uma solugdo de vitrificagdo contendo dimestilsulfoxido (3,0M), sacarose (0,25 M) e soro fetal bovino (10%) em
meio essencial minimo (MEM; Praxedes et al., 2015).

Em catetos, a refrigeracdo do tecido ovariano por até 36 h permitiu a manutengdo da integridade
morfologica e da viabilidade dos foliculos pré-antrais. Ainda, foi demonstrado que o meio a base de agua de coco
em poé (60,7%) foi mais eficiente do que o meio mais simples a base de tampao salina fosfatada - PBS (49,4%) na
preservagdo da integridade morfoldgica apds as 36 h de armazenamento, embora sem diferencas em relacdo a
viabilidade folicular (Lima et al., 2014). Nesta espécie foi também aplicada a vitrificagdo em superficie solida de
fragmentos ovarianos, utilizando EG, DMSO ou dimetilformamida (DMF) como crioprotetores na concentracao de
3,0 ou 6,0 M, onde foi possivel a conservacdo da integridade morfolégica em mais de 70% dos FOPA,
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demonstrando ser uma técnica promissora na formagao de bancos de material genético feminino nesta e em espécies
correlacionadas (Lima et al., 2012).

Adicionalmente, foi realizada a avaliagdo de diferentes agentes crioprotetores (3M de EG, 3M de DMSO
ou 1,5M EG + 1,5M de DMSO) associados utilizando o Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), na vitrificagdo de
tecido ovariano de catetos. Ndo foram evidenciadas diferengas entre o grupo controle e os fragmentos vitrificados,
assim como entre os crioprotetores utilizados em relagdo a manutengdo da morfologia folicular (controle: 75,6 +
8,6%; EG: 67,8 + 6,8%; DMSO: 58,3 £ 8,7%; ¢ DMSO + EG:64,5 = 7,7%), assim como foi possivel a preservagio
de no minimo 71,7% de foliculos viaveis independentemente do crioprotetor utilizado (Campos et al., 2017).

Recentemente nesta espécie foi avaliada a influéncia de meios a base de TCM 199+ e MEM+ acrescidos ou
ndo de FSHr sobre a sobrevivéncia e ativacdo de FOPAs cultivados in vitro por até 7 dias. Apos este periodo de CIV
foi verificado que apesar de ndo serem observadas diferengas significativas entre os meios sobre a morfologia
folicular, apenas os fragmentos cultivados em TCM 199+ mantiveram este parametro similar ao dia 1 de cultivo
(63,2%). Além disso, foi verificado um aumento significativo na proporc¢do de foliculos em desenvolvimento, com
ativacdo folicular em todos os tratamentos, taxa de proliferagdo nuclear e matriz extracelular intactas ao utilizar este
meio, sendo recomendado o seu uso, independente da utilizagdo do FSHr (Lima et al., 2018).

Em primatas ndo humanos os estudos mostram resultados encorajadores acerca da utilizagdo do ovario
artificial como ferramenta para salvaguardar o material genético feminino (Scalercio et al., 2015a; Brito et al., 2017;
para mais detalhes consultar revisdo completa). Em Sapajus apella, por exemplo, foi demonstrado que o CIV de
fragmentos de tecido ovariano em TCM 199 suplementado com - mercaptoetanol, proteina morfogénica 6ssea 4
(BMP-4) ou gonadotrofina sérica de égua gestante (PMSG) promoveu a manutencdo da viabilidade folicular similar
ao controle (89,3%), aumentando ainda a formagao de foliculos secundarios (44,9%; Brito et al., 2013).

Uma avaliagdo imunohistoquimica conduzida em ovarios de Saimiri collinsi durante o CIV demonstrou que
o fator de diferenciagdo de crescimento 9 (GDF-9) e a proteina c-kit foram detectados no citoplasma de odcitos de
foliculos primordiais a secundarios, enquanto a expressdo de kit ligand foi observada em oodcitos e células da
granulosa destes foliculos. Por outro lado, o hormdnio antimulleriano foi expresso em foliculos primarios e
secundarios, mas nao em foliculos primordiais (Scalercio et al., 2015b).

Vale ressaltar que, apesar de ainda serem requeridos estudos mais aprofundados sobre a fisiologia
reprodutiva de diversas espécies para que se tenha sucesso no uso de quaisquer técnicas de reprodugdo assistida, a
adaptacao da biotécnica de ovério artificial nas espécies silvestres representa um grande avanco diante do desafio da
preservagdo dos recursos genéticos da fauna mundial.

Consideracoes Finais

Como foi visto, tanto as estratégias in situ como ex situ podem se beneficiar de biotécnicas reprodutivas tais
como a MOIFOPA. Além de colaborar com a obten¢do de mais informacdes sobre a fisiologia reprodutiva das
fémeas, esta técnica permite, através da criopreservagao e cultivo in vitro, a conservagao ¢ o melhor aproveitamento
do material genético feminino. Adicionalmente, o transplante de tecido ovariano aparece como grande aliado, sendo
possivel a sua associag@o a estas técnicas na busca da preservagdo das espécies. Sem duvidas muitas informagdes
sobre a morfofisiologia das espécies silvestres ainda sdo escassas e estes conhecimentos sdo necessarios para o
aperfeicoamento e aplicabilidade de técnicas de reproducdo assistida, contudo os resultados existentes sdo bastante
promissores e incentivadores para o aprimoramento das técnicas ja existentes e para a iniciativa de novos caminhos
para a preservagdo da biodiversidade.
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