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Resumo

Objetivo: Divulgar a biotécnica relacionando alguns de seus aspectos, bem como abordar suas principais etapas, o
isolamento, a criopreservação e o cultivo. Fontes Consultadas: O levantamento das informações foi realizado no
CAB, MEDLINE, PUBMED, Science Direct e Portal CAPES. Síntese dos Dados: Os folículos pré-antrais armaze­
nam cerca de 90% dos oócitos presentes no ovário. Essa biotécnica consiste em recuperar oócitos imaturos retidos
no interior de folículos pré-antrais antes de ocorrer o processo de atresia. Pela criopreservação destas células, é
possível montar bancos de gerrnoplasma preservando material genético de mulheres submetidas à quimio e/ou à
radioterapia, e de animais em via de extinção. Conclusões: Por ser uma biotécnica recente, sua aplicação é restrita
à pesquisa fundamental, sendo ainda necessário mais estudos para aprimorar suas etapas.
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Revisão de Literatura

Figura I -Ilustração resumida das etapas da MOIFOPA e sua
futura integração com outras biotécnicas da reprodução
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Introdução

o estudo sobre os foliculos pré-antrais (FOPA)
tem merecido grande destaque nos últimos anos, não
só pelo interesse em uma melhor compreensão da
fisiologia folicular, mas pelos resultados diretos que
o domínio desta técnica pode proporcionar. Pode-se
considerar a crucial importância da conservação de
germoplasma de espécies ameaçadas de extinção ou
fêmeas de alto valor zootécnico subitamente mortas.
Além disso, o modelo animal, especialmente a
espécie ovina, serve como referência para estudos
na espécie humana. A criopreservação de FOPA
apresenta-se como forma de preservação de material
genético para mulheres submetidas à quimio e/ou à
radioterapia.

A biotecnologia da reprodução animal está
em expressivo desenvolvimento, visando à maior
eficiência da produção de animais domésticos, bem
como aprimorar o conhecimento sobre a pesquisa
fundamental da reprodução. Dentre as biotécnicas
de maior impacto, podem-se destacar a insemi­
nação artificial (IA), a transferência de embriões
(TE), a produção in vitro de embriões (PIVE), a
transgênese e a clonagem. Uma biotécnica mais
recente consiste no aproveitamento dos folículos
primordiais, por meio da técnica de manipulação de
oócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais
(MOIfOPA) (Figura 1).

Para o aproveitamento dos folículos no estágio
pré-antral, é necessária a adoção de um eficiente meio
de cultivo, capaz de viabilizar o desenvolvimento
folicular e a competência oocitária. A eficiência deste
processo depende do progresso na elaboração dos
meios de cultivo e da elucidação dos mecanismos
celulares envolvidos na ativação e no crescimento
dos folículos primordiais.

Caracterização dos Folículos Ovarianos
Ao nascimento, as remeas de manlÍferos apre­

sentam ovários contendo milhares de folículos pri­
mordiais. 1 Na espécie bovina, a quantidade de
folículos primordiais está estimada em 235.000 ou
até 720.000.2,3 Nas espécies caprina, ovina e hwnana,
os números variam de 37.646, 160.000 e 2.000.000,
respectivamente.3

-
5

o objetivo dessa revisão é relacionar alguns
aspectos dessa nova biotécnica. A abordagem será
feita nas principais etapas, o isolamento, a criopre­
servação e o cultivo.

o folículo ovariano é a unidade fundamental
do ovário mamífero, consistindo de uma célula
germinativa, o oócito, associada a células somáticas
denominadas células da granulosa.6 De acordo com
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o estágio de desenvolvimento, os folículos podem ser
classificados como pré-antrais ou não-cavitários e
antrais ou cavitários. Os folículos pré-antrais são ca­
racterizados pela ausência da cavidade antral e podem
ser divididos em folículos primordiais, primários e
secundários. Dois tipos de folículos antrais podem ser
distinguidos: os folículos terciários e os folículos pré­
ovulatórios, maduros ou de De Graaf(Figura 2).

Os folículos primordiais possuem um oócito
circundado por uma camada de células da granulosa
de forma pavimentosa. Nos bovinos, ovinos e
caprinos, esses folículos possuem um diâmetro médio
de 35,23 mm; 18,00 mm e 21,50 mm, respecti­
vanlente.4

,7,8 Os folículos primários são caracterizados
pela presença de uma única camada de células da
granulosa de forma cúbica em tomo do oócito, pos­
suindo um diâmetro médio de 55,06 mm em bovinos,
35,01 mm em ovinos e 34,7 mm em caprinos.4,7.8 Já
os folículos secundários possuem um oócito circun­
dado por duas ou mais camadas de células da granulosa
de forma cúbica. Quando duas a três camadas de
células da granulosa são formadas, as células da teca
podem ser visualizadas em tomo da membrana basal
podendo ser identificada uma membrana hialinizada
denominada zona pelúcida.9,lo Os folículos secundá­
rios possuem um diâmetro que varia de 81 mm a 250
mm em bovinos e um diâmetro médio de 66,03 mm
e 58,94 mm em ovinos e caprinos.4,7,8

Os folículos pré-antrais armazenam em tomo de
90% dos oócitos presentes no ováriO. 11 No entanto,
cerca de 99,9% dos folículos sofrem um processo
fisiológico conhecido como atresia, que causa a morte
do folículo, por via degenerativa e/ou apoptótica. IO,12

Considerando a quantidade mínima desses folículos
que se desenvolve até o estágio de folículo pré­
ovulatório, a biotécnica de MOIFOPA objetiva recu­
perar os oócitos inclusos nesses folículos e cultivá-los
in vitro até sua completa maturação - em processo
contínuo ou interrompido - pela criopreservação. 13

•
14

Métodos de Isolamento {n Vitro de
Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos
Pré-Antrais

O isolamento de folículos ovarianos pré­
antrais pode ser feito de duas maneiras, uma mecâ­
nica e outra enzimática. Esses métodos consistem na
dissociação ou separação destes folículos dos demais
componentes do estroma ovariano (fibroblastos,
fibras colágenas e elásticas, fibronectina, etc.). Para
isso, são utilizados instrumentos mecânicos associados
ou não aos químicos ou enzimáticos. 11

A Tabela 1 mostra o número médio de FOPA
isolado por ovário usando os métodos mecânico
e/ou enzimático.4,8,15'17

Fonte: adaptado de Figueiredo et aI. 11

Espécie Na de Cate~oria Autor

foliculos

Tabela 1 - Número médio de folículos ovarianos pré-antrais
isolados nas diferentes espécies

2.142 Fêmea
em fase fetal Figueiredo et aI. 17 (1992)

512 Novilha
298 Vaca

1.084 Fêmea em Carambula et al."(1996)
fase fetal

6.368 Ovelha Amorim et ai' (1999)

760 Jovens Roy; Treacyll (1993)
544 Adultas

10.140 Cabra Lucci et aI.' (1999)Caprino

Humano

Bovino

Ovino

Folículo anlral

Células da teca

Células da
gmnulosa murais

Folículo secundário

Foliculo primário

Corpo lÚleo

Figura 2 - Ilustração de um ovário com suas diferentes
estruturas
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Criopreservação de Oócítos Imaturos
Inclusos em FOPA

A criopreservação de FOPA vem sendo con­
siderada uma alternativa para a estocagem de um
grande número de oócitos imaturos de um único
animal, ou mesmo para preservar material genético
de mulheres submetidas à quirnio e/ou radioterapia.

Outro aspecto importante da criopreservação
de oócitos imaturos é a capacidade de aqueles
serem menos susceptíveis à crioinjÚfia em razão de
suas características. Dentre elas, as mais relevantes
são: o menor tamanho do oócito, bem como das
células da granulosa, sua baixa taxa metabólica,
estágio do ciclo celular (prófase I), ausência de zona
pelúcida e de grânulos corticais periféricos e a
pequena quantidade de lipídeos intracitoplasmáticos
sensíveis às baixas temperaturas. 18

Os oócitos oriundos de FOPA podem ser con­
gelados de duas maneiras: in situ, ou seja, no interior
do próprio tecido ovariano, e também após o isola­
mento oocitário. '9,2o Estudos histológicos revelam
que folículos pré-antrais presentes no tecido ovariano
após a congelação e a descongelação apresentam-se
morfologicamente normais,21

Cultivo dos Folículos Pré-Antrais

O cultivo in vitro de folículos ovarianos pré­
antrais tem como objetivo permitir o desenvolvimen­
to folicular, assegurando o crescimento e a maturação
dos oócitos, bem como a multiplicação e posterior
diferenciação das células da granulosa. A composição
dos meios de cultivo para folículos ovarianos
pré-antrais varia enormemente, em função do estudo
realizado. 11

O desenvolvimento de um eficiente sistema de
cultivo artificial é um ponto crucial para a ativação
in vitro desses folículos. A primeira e essencial etapa
de crescimento folicuIar é denominada ativação.22

A ativação ocorre a partir dos folícuIos prímordiais

e constitui-se da passagem dos folículos do pool de
reserva ou folículos quiescentes para o pool de
folículos em crescimento (primário, secundário,
terciário e/ou pré-ovulatório).23 O primeiro sinal de
ativação dos folículos primordiais é a retomada da
proliferação das células da granulosa, ou seja, o
folículo primordial, circundado por uma camada de
células da granulosa de formato pavimentoso e
cúbico, transforma-se em folículo primário, circun­
dado por somente uma camada de células cubóides.24

Além da mudança da forma das células da granulosa,
os volumes citoplasmático e nuclear do oócito
aumentam consideravelmente.'

Importantes mudanças ocorrem nos folículos
primordiais após a ativação, envolvendo tanto o
oócito como as células da granulosa. No entanto,
o estudo do início de crescimento de folículos
primordiais depende da disponibilidade de mar­
cadores sensíveis para detectar o início deste cres­
cimento folicular. 25 O conhecimento sobre os
fatores e mecanismos envolvidos na ativação dos
folículos primordiais é escasso, mas admite-se que
diferentes hormônios, gonadotrofmas, anlinoácidos
e fatores de crescimento estejam envolvidos.24,26

O F8H (hormônio folículo estimulante) é apon­
tado como fator crítico regulador da função ovariana.
A ligação do F8H ocorre nas células da granulosa e
resulta em uma variedade de ações, tais como a
estimulação da proliferação dessas células, síntese de
esteróides e expressão de receptores para fator de cres­
cimento epidérmico (EGF) e LH (hormônio
luteinizante).27,28 Aassociação de EGF e F8H mostrou-se
benéfica para o crescimento' folicular e o acréscimo do
desenvolvimento de oócitos na espécie caprina.29

A utilização de LH no cultivo in vitro de
folículos pré-antrais é menos explorada, mas sua
eficiência já foi reportada em camundongos.26 O GH
(hormônio de crescimento) também tem se mostrado
eficiente no desenvolvimento folicular in vítro,
principalmente quando associado ao F8H ou a fato­
res de crescimento.30
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Com relação aos meios de cultivo, a solução à
base de água de coco (SBAC) é um meio rico em
nutrientes e de baixo custo que tem sido utilizado
com sucesso para a maturação de oócitos31 e cultivo
de embriões bovinos32 e murídeos.33 A solução à base
de água de coco é composta de duas partes de água de
coco filtrada, uma parte de citrato de sódio a 5% e
uma parte de água ultrapura. 34 A SBAC tem sido
eficientemente utilizada para conservação de sêmen
de várias espécies (humano,34 caprino,35 ovino,36
suíno,37), além de ter sido usada com bons resultados
na conservação in situ de folículos pré-antrais
caprinos38 e ovinos.39

Abstract

Considerações Finais

A MOIFOPA é uma biotécnica que possibilita
a multiplicação de animais com alto valor
zootécnico, mortos e mesmo aqueles em via de
extinção. Outro aspecto é a formação de bancos de
germoplasma por meio da criopreservação desses
FOPA, e a possibilidade de utilizar a espécie ovina
como modelo para estudos na reprodução assistida
humana. Embora esta nova biotécnica venha sendo
utilizada somente em pesquisa fundamental, sua uti­
lização para multiplicação de animais ainda depen­
de de mais estudos e busca de sistemas de cultivo
especiais que proporcionem condições adequadas
para o ótimo desenvolvimento de FOPA in vilro.

Objective: To disclose a new biolechnique, lisling some of its aspects and addressing its main stages, isolation,
cryopreservalion and culture ofpreanlral fol/icles. Data Sources: The information was obtained from CAB,
MEDLINE, PUBMED, Science Direct and CAPES Portal. Data SYllthesis: The preantralfol/icles store about 90%
oflhe oocytes wilhin the ovary. The biotechnique described is based on recovering immature oocytes retained inside
preantral follic!es before atresia takes place. The cryopreservation ofthese cel/s enables the creation ofgermoplasm
banks, preserving lhe genetic material ofwomen submitted to chemotherapy and/or radiotherapy, as wel/ as that of
endangered anima/ species. COIlc!usiolls: Being a recenl biotechnique, its application is restricted to basic research.
Additiona/ studies are required lo improve the stages invo/ved.

Keywords: Biolechonology. Reproductive techniques. Oocytes, transplantation. Ovarianfollic!es. Cryopreservation.

Resumen

Objetivo: Divulgar la biotécnica exponiendo algunos de sus aspectos y abordar sus principales etapas, el aislamiento,
la criopreservación y el cultivo. Fuentes COllsultadas: La información se obtuvo de CAB, MEDLINE, PUBMED,
Science Direct y e/ Portal CAPES. Síntesis de los Datos: Los foliculos preantrales guardan aproximadamenle el
90% de los ooci/os que están presentes en elovario. Esta biotécnica consiste en rescatar oocitos inmaduros retenidos
en los foliculos preantrales antes de que ocurra el proceso de atresia. Por la criopreservación de las células es
posible constituir bancos de germoplasma, y preservar e/ material genético de mujeres que se sometieron a la quimio
y/o radioterapia as; como de animales en extinción. Conc/usiolles: AI ser una biolécnica reciente, sus aplicaciones
se reslringen a la investigación básica. Se requieren más estudios para perfeccionar sus etapas.

Pa/abras-clave: Biotecnolog;a. Técnicas reproductivas. Oocilos, transplantación. Foliculo ovárico.
Criopreservación.
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