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Resumo

A maioria dos o6citos imaturos nos ovarios encontra-se armazenada nos foliculos pré-antrais, sendo este a
principal reserva ovariana. Entretanto, durante o desenvolvimento folicular uma pequena propor¢ao (0,1%) destes
foliculos chega ao estagio pré-ovulatorio sendo o restante eliminado por atresia. A tecnologia de cultivo folicular in
vitro, denominada ovario artificial, representa uma excelente ferramenta para desvendar o controle da foliculogénese
nos estagios iniciais de desenvolvimento, bem como podera assegurar no futuro a utilizacdo de um grande niimero
de obcitos imaturos, previamente crescidos in vitro, em técnicas de reproducdo assistida em humanos e em outras
espécies, incluindo os ruminantes. Os melhores resultados da tecnologia do ovario artificial foram relatados em
camundongos, com a produ¢do de crias vivas a partir de foliculos primordiais crescidos in vitro. Entretanto, em
outras espécies, incluindo os ruminantes, os resultados tém sido restritos a produgdo de um pequeno e variavel
nimero de oocitos maturos e uma baixa taxa de producdo de embrides apds o cultivo in vitro de foliculos
secundarios isolados. A presente revisdo discute as aplicagdes, critérios para avaliagdo de eficiéncia, estado atual,
limitagdes e perspectivas da tecnologia do ovario artificial em ruminantes, com énfase nas espécies bovina, caprina e
ovina.

Palavras-chaves: foliculos pré-antrais, cultivo in vitro, foliculogénese in vitro.
Abstract

Most immature oocytes in the ovaries are stored in the preantral follicles, which represent the main
ovarian reserve. However, during follicular development, a small proportion (0.1%) of these follicles reaches the
preovulatory stage, the rest being eliminated by atresia. The in vitro follicle culture technology, called artificial
ovary, represents an excellent tool to understand the control of folliculogenesis in the early stages of development,
as well as to ensure in the future the use of a large number of immature oocytes, previously grown in vitro, in
assisted reproductive technologies in humans and other species, including ruminants. The best results from artificial
ovary technology so far were reported in mice, with the production of live offSpring from primordial follicles grown
in vitro. However, in other species, including ruminants, the results have been limited to the production of a small
and variable number of mature oocytes and a low rate of embryo production after in vitro culture of isolated
secondary follicles. The present review discusses the applications, criteria for evaluating efficiency, current status,
limitations and perspectives of artificial ovary technology in ruminants, with emphasis on bovine, caprine, and
ovine species.

Keywords: preantral follicle, in vitro culture, folliculogenesis in vitro.
Introducao

Nas fémeas ruminantes, o ovario possui, a0 nascimento, milhares de odcitos imaturos inclusos em foliculos
pré-antrais (FP), formando um pool de reserva folicular. Entretanto, a quase totalidade desses foliculos se torna
atrésica durante o desenvolvimento, com apenas 0,1% atingindo a ovulacdo. Este processo de desenvolvimento
folicular, denominado foliculogénese, ¢ regulado por uma complexa interacdo entre fatores autodcrinos, paracrinos e
enddcrinos. A foliculogénese pré-antral ¢ ainda mais complexa, tendo em vista a dificuldade de se identificar
sustancias envolvidas nesse processo, bem como suas intera¢des (Figueiredo et al., 2018).

Assim, com o intuito de estudar e otimizar o desenvolvimento dos FP vem sendo desenvolvida a biotécnica
de Manipulagdo de Oocitos Inclusos em Foliculos Pré-antrais (MOIFOPA), conhecida também como ovario
artificial. Um grande marco do ovario artificial foi a produc@o de crias nascidas vivas a partir do cultivo in vitro
(C1V) de foliculos primordiais em camundongos (O'brien et al., 2003). Entretanto, em ruminantes domésticos, os
resultados tém se limitado a formacdo de antro em bovinos (Gutierrez et al., 2000), bem como um baixo percentual
de embrides produzidos ap6s o cultivo in vitro de FP secundarios em cabras, ovelhas e bufalas (Silva et al., 2016).
Dessa forma, o presente artigo de revisdo discute as aplicagdes, critérios para avaliacdo de eficiéncia, estado atual,
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limitagdes e perspectivas da tecnologia do ovario artificial em ruminantes domésticos, com énfase nas espécies
bovina, caprina e ovina.

Bases gerais da morfologia e populacio folicular e regulacio da foliculogénese in vivo

A foliculogénese ¢ o processo fisiologico de desenvolvimento folicular. Na fase pré-antral ela envolve as
etapas de ativacdo, crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos (Figueiredo et al, 2018). Dos milhares de
foliculos presentes nos ovarios, aproximadamente 90% sao FPs. A foliculogénese pré-antral ¢ caracterizada pela
ativacdo dos foliculos primordiais para primarios e desenvolvimento destes para secundarios e, em seguida, antrais.
Apesar da grande populagdo folicular, a grande maioria (99,9%) dos foliculos ¢ eliminada no processo de atresia
(Aerts ¢ Bols, 2010). O destino do foliculo, atresia ou ovulagdo depende de um fino balango entre fatores
estimulatorios e inibitorios envolvidos na foliculogénese (Figueiredo et al, 2018).

Cultivo folicular in vitro (CFIV) ou ovario artificial: objetivos, aplicacdes e tipos de sistemas de cultivo

No CFIV, os foliculos sdo resgatados antes que eles se tornem atrésicos e cultivados até a sua completa
maturagdo. O ovario artificial tem sido amplamente utilizado na pesquisa basica (elucidagdo da foliculogénese na
fase pré-antral) bem como em testes toxicologicos reprodutivos. Além disso, futuramente, esta biotécnica podera
complementar outras biotécnicas reprodutivas (PIV e transferéncia nuclear), auxiliar no tratamento de infertilidade,
na criagdo de bancos de gametas femininos (animais em vias de extingdo ou geneticamente superiores) e
preservagdo da fertilidade em individuos com céancer (Figueiredo et al, 2018).

A eficiéncia do cultivo in vitro pode ser avaliada por meio de diversos pardmetros, os quais sdo importantes
para o entendimento da regula¢do da foliculogénese. Dentre eles destacamos a ativagdo de foliculos primordiais,
sobrevivéncia, crescimento folicular e oocitario, formagdo de antro, expressdo de RNAm para fatores chaves da
foliculogénese, produgdo hormonal, matura¢do oocitaria nuclear e citoplasmatica, produ¢do embrionaria e de crias
saudaveis (Figueiredo et al, 2018).

Basicamente, os FPs podem ser cultivados de duas formas: inclusos no tecido ovariano (in sifu) ou na
forma isolada. O cultivo in situ pode ser realizado utilizando o ovario inteiro (murinos) ou inclusos em fragmentos
de cortex ovariano. Ja o cultivo de foliculos isolados pode ser realizado diretamente na placa ou sobre uma matrix
extracelular (MEC — sistema bidimensional - 2D) ou inclusos em MEC (sistema tridimensional - 3D). Em adigdo,
pode ainda ser feito um cultivo em dois passos, no qual ¢ realizad o primeiramente o cultivo in situ, que permite a
ativacdo e o desenvolvimento do foliculo primordial até estadgio secundario , para posteriormente ser isolado e
cultivado até o estagio antral (Figueiredo et al., 2018).

Os melhores resultados utilizando a tecnologia do ovério artificial foram obtidos em camundongos, no qual
foi possivel desenvolver in vitro os foliculos primordiais por meio do cultivo de dois passos, obter odcitos
fertilizaveis, possibilitando o nascimento de crias vivas (O'brien et al., 2003). Em ovinos (Arunakumari et al., 2010;
Luz et al., 2012), bubalinos (Gupta et al., 2008) e caprinos (Saraiva et al., 2010; Magalhdes, 2011) foi possivel
produzir odcitos maduros e posteriormente embrides apds o cultivo in vitro de foliculos secundarios isolados. No
entanto, na espécie bovina, foi apenas relatado a produgdo de foliculos antrais a partir de foliculos primarios (Sun e
Li, 2013). Estes resultados, embora promissores, sio muito baixos em relagio a 00 citos crescidos in vivo, sendo
necessario mais estudos para aprimorar essa biotécnica.

Importiancia e principais resultados do Projeto Ovario Artificial

Visando desenvolver um sistema de cultivo eficiente, notadamente para FPs de caprinos, desde 2006 a
equipe de pesquisa do LAMOFOPA-FAVET-UECE vem trabalhando no projeto denominado “Ovério Artificial”.
Nas sessdes seguintes serdo apresentados e discutidos alguns resultados do referido projeto.

Cultivo de foliculos pré-antrais caprinos in situ

A CIV de FPs inclusos em tecido ovariano (in situ) ¢ uma importante ferramenta para o estudo da
foliculogénese inicial, principalmente a respeito da sobrevivéncia e ativagdo dos foliculos primordiais. Na espécie
caprina, fragmentos de tecido ovariano vém sendo cultivados individualmente por 7 dias em aMEM (meio de base)
suplementado com diferentes substancias (Tabela 1). De fato, a adicdo das substincias citadas na Tabela 1
individualmente ao meio de base melhorou de forma concentragdo dependente ativagdo, mantendo a sobrevivéncia
de foliculos primordiais caprinos bem como o crescimento folicular e oocitario (Figueiredo et al., 2011). Como pode
ser observado varios fatores melhoram um mesmo parametro. A explicacdo para este achado deve-se ao fato de que
independente do fator adicionado o que irad ocorrer ao final é a regulacdo da expressdo gé€nica que por sua vez
determinara a morte ou sobrevivéncia bem como quiescéncia ou crescimento folicular (Figueiredo et al, 2018).
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Tabela 1. Fatores intra e extra-ovarianos com efeitos positivos na manutengdo da sobrevivéncia, ativagdo e
crescimento folicular de foliculos pré-antrais caprinos cultivados in vitro incluso em tecido ovariano.

Pardmetros Comparagdo com o Controle Cultivado (MEM+)
Viabilidade FSH, GDF-9, ANG II, VEGF, VIP, KL, BMP-15, EGF, P4, E2, GH, IGF-I, LH, LIF,
S1P, NGF, FGF-10, INS, AA
Ativagdo FSH, GDF-9, IAA, FGF-2, KL, BMP-15, EGF, E2, GH, IGF-I, LH, LIF, S1P, INS

FSH, GDF-9, FGF-2, VEGF, VIP, KL, BMP-15, P4, E2, GH, IGF-1, LH, MEL, FGF-

Diametro Folicular 10, INS

Diametro oocitrio FSH, GDF-9, FGF-2, VEGF, VIP, BMP-15, P4, GH, IGF-I, MEL

Hormonio foliculo estimulante (FSH), fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9), angiotensina 2 (ANGII), fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF), peptideo intestinal vasoativo (VIP), Kit Ligand (KL), BMP15, fator
de crescimento epidermal (EGF), progesterona (P4), estradiol (E2), hormdnio do crescimento (GH), Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I), horménio luteinizante (LH), fator inibitoério de leucemia (LIF),
esfingosina-1-fosfato (S1P), fator de crescimento neural (NGF), fator de crescimento de fibroblasto-10 (FGF-10),
insulina (INS), acido ascorbico (AA), Acido indolacético (IAA) e fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2).

Cultivo in vitro de foliculos secundarios isolados

O estudo da foliculogénese na fase pré-antral tardia em ruminantes vem sendo realizado utilizando foliculos
secundarios isolados mecanicamente dos ovarios por meio da técnica de microdissec¢do. Na qual os foliculos sdo
cultivados in vitro individualmente ou em grupo em microgotas contendo meio de cultivo por periodos que variam
de 6 (Lima et al., 2017) a 42 dias (Pessoa et al., 2014).

CFIV: balango da insulina com fatores intra e extraovarianos

A insulina na concentragdo de 10 pg/ml € a mais comumente utilizada no CIV de foliculos pré-antrais em
muitas espécies (Magalhdes et al., 2011; Lima et al., 2017; Cunha et al., 2018). Entretanto, estudos tém mostrado
que a concentracdo ideal de insulina no meio de cultivo depende da presenga e concentragdo dos outros
componentes adicionados ao meio. Em caprinos, o meio de cultivo para FP isolados que resultou em melhores taxas
de retomada da meiose (RM) foi obtido apés suplementacio do meio de base (aMEM') com concentragdes
crescentes de FSH recombinante bovino (FSHr sequencial), VEGF (100 ng/ml) e insulina (10 pg/ml — Aragjo et al,
2011). Entretanto, Chaves et al. (2011) investigaram o efeito da adi¢do de trés concentragdes de insulina (5 ou 10
ng/ml ou 10 pg/ml) na auséncia ou presenca de FSH sequencial. Nesse trabalho, a adi¢do de insulina na
concentracdo de 10 pg/ml (alta concentracdo) aumentou o didmetro folicular, reduzindo significativamente a
porcentagem de sobrevivéncia folicular e formag@o de antro. Entretanto, a reducdo da concentragdo de insulina em
1.000 vezes (10 ng/ml — baixa concentragdo) aumentou significativamente o percentual de RM em relacdo ao
controle e a concentracdo de 10 pg/ml.

Diante de tal fato, surgiu a seguinte questdo: seria possivel substituir 10 pg/ml por 10 ng/ml de insulina no
meio contendo VEGF sem afetar sua eficiéncia? Para responder tal pergunta, foi realizado um estudo utilizando um
meio de base contendo VEGF. Comparou-se duas concentragdes (alta ou baixa) de insulina isoladamente ou
associadas ao FSH sequencial ou com concentragdo fixa FSH (Silva et al., 2017). Os melhores resultados para taxa
RM foram obtidos usando o FSH fixo associada a 10 pg/ml insulina (Silva et al., 2017). Em outras palavras, quando
o VEGF ¢ parte do meio base, faz-se necessario reduzir a concentracdo de FSH e aumentar a concentragdo de
insulina. Em suma, quando um novo fator ¢ adicionado ao meio, ¢ necessario balancear os demais.

Influéncia de componentes da MEC e interagées foliculares na sobrevivéncia e desenvolvimento folicular

Em ruminantes, o uso de CFIV permitiu avaliar a importancia da rigidez da MEC (sistema de cultivo 3D)
no desenvolvimento de FPs caprinos in vitro (Brito et al, 2014). Neste estudo, foi demonstrado que a utilizagdo do
sistema de cultivo 3D com baixa concentragdo de alginato (0,25%) melhorou as taxas de crescimento e produgdo de
esteroides de FPs caprinos, bem como estimulou a RM. O tipo de MEC, isto ¢, alginato, fibrina-alginato e
hialuronato, também afeta o desenvolvimento folicular in vitro, sendo obtidas maiores taxas de producdo de odcitos
maturos e obtencdo de partenotos apds cultivo folicular na presenca de fibrina-alginato por 30 dias (Brito et al.,
2016). O cultivo 3D em grupo de FPs caprinos inclusos em alginato (0,25%) favoreceu o crescimento e a formagao
de antro, bem como assegurou RM quando comparado aos cultivados individualmente (Brito et al., 2016).
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Requerimento folicular estagio-especifico

Mudangas significativas no padrdo de expressdo génica ocorrem na transi¢do de foliculo secundario tardio
para os foliculos terciarios iniciais. Um estudo de microarranjo realizado por nossa equipe mostrou que 2.466
tiveram expressdo diferenciada na transicdo de foliculos secundérios para tercidrios (Magalhdes-Padilha et al.,
2013). Essa diferenca tem um grande impacto nas exigéncias foliculares durante o CIV. Cadenas et al. (2017)
mostrou que a adi¢do de GH melhorou o crescimento e a maturagdo oocitaria no CIV de antrais iniciais caprinos,
contudo ndo teve efeito sobre do desenvolvimento de FPs.

Algumas aplicacdes a curto prazo do ovario artificial de ruminantes
Avaliagao do efeito do estresse térmico (ET)

Foi demonstrado, no cultivo in situ de FP bovino por 7 dias, que a ET (41°C por 12 h) induziu a ativac¢do
precoce de foliculos primordiais com aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (Paes et al., 2016).
Além disso, nesse estudo, os foliculos secundarios parecem ser menos sensiveis ao ET, mas existe alteracdo na
secrecdo de esteroides e redugdo na maturagdo oocitaria de CCOs crescidos in vivo.

Avaliagcdo da provavel influéncia da homeopatia

Outra aplicagdo pratica do ovario artificial ¢ o teste da provavel eficacia de metodologias alternativas
utilizadas em tratamentos de distarbios reprodutivos, como a homeopatia. A homeopatia tem como base o
tratamento com pequenas quantidades de drogas extremamente diluidas e dinamizadas (agitadas). Assim, o uso de
modelos in vitro, como a tecnologia do ovario artificial por meio CIV apresenta-se como uma 6tima ferramenta para
dirimir a controvérsia a respeito da eficiéncia da homeopatia.

Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a investigar a influ€ ncia de medicamentos diluidos/dinamizados na
foliculog€ nese in vitro. Lima et al. (2013) observou que o FSH diluidos/dinamizados (FSH 6 cH) adicionado
diariamente mostrou resultado superior ao seu veiculo (4lcool) na sobrevive ncia e ativagao folicular precoce , bem
como mantém a viabilidade e ultraestrutura do FP incluso em tecido ovariano ovino em rela¢do ao controle fresco.
Durante a comparagio entre o efeito do FSH 6 cH com o recombinante, Lima et al. (2016) verificaram que em todos
os para metros (sobrevive ncia ativagdo e crescimento folicular e oocitario ), essas duas apresenta¢des foram
semelhantes. Nos cultivos de foliculos secundarios isolados de ovinos, verificou-se que o efeito do FSH 6 cH sobre
o desenvolvimento folicular e a producdo hormonal foi devido, em parte, ao veiculo (Lima et al., 2017). No entanto,
em suinos, FSH 6 cH aumentou a producdo progesterona, mas reduziu o estradiol em relacdo ao meio de base (Lima
etal., 2017). Esses resultados demonstraram que a homeopatia pode atuar de forma diferente do veiculo sobre o
desenvolvimento folicular, sendo esse efeito influenciado pela espécie, duracdo do cultivo e composicao do meio de
cultivo.

Consideracdes finais

O controle da sobrevivéncia, ativagdo e desenvolvimento de FPs de ruminantes in vitro é extremamente
complexo e envolve multiplas interagdes entre fatores extra e intra-ovarianos e pode ser influenciado pelo tipo de
meio de base, tipo de sistema de cultivo (2D vs 3D), componentes da MEC, categorias foliculares (pré-antral vs
foliculos precoces) e etc. Além disso, esses fatores ndo agem de forma isolada, mas interagem entre si, tornando o
desenvolvimento de protocolos de CFIV um grande desafio. Resultados encorajadores tém sido relatados na
literatura, incluindo taxas satisfatorias de sobrevivéncia folicular, ativagdo, formacao de antro e producdo de odcitos
meioticamente competentes, especialmente nas espécies de caprina e ovina. No entanto, a produgdo de embrides a
partir de odcitos cultivados in vitro ainda ¢é baixa. Portanto, adequagdes no sistema de cultivo folicular in vitro sao
necessarias para melhorar a qualidade do odcito para posterior produgdo de descendentes viaveis. Este fato permitira
o0 uso futuro de um grande niimero de oocitos imaturos incluso em FPs em tecnologias de reprodugéo assistida em
humanos e outras espécies de mamiferos.
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