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Resumo

Objetivo: Divulgar a biotécnica relacionando alguns de seus aspectos, bem como abordar suas principais etapas, o
isolamento, a criopreservagio e o cultivo. Fontes Consultadas: O levantamento das informagdes foi realizado no
CAB, MEDLINE, PUBMED, Science Direct e Portal CAPES. Sintese dos Dados: Os foliculos pré-antrais armaze-
nam cerca de 90% dos odcitos presentes no ovario. Essa biotécnica consiste em recuperar oocitos imaturos retidos
no interior de foliculos pré-antrais antes de ocorrer o processo de atresia. Pela criopreservagdo destas células, ¢é
possivel montar bancos de germoplasma preservando material genético de mulheres submetidas a quimio e/ou a
radioterapia, ¢ de animais em via de extin¢do. Conclusdes: Por ser uma biotécnica recente, sua aplicagio € restrita
a pesquisa fundamental, sendo ainda necessario mais estudos para aprimorar suas etapas.
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Introducao

A biotecnologia da reprodugdo animal esta
em expressivo desenvolvimento, visando a maior
eficiéncia da produg@o de animais domésticos, bem
como aprimorar o conhecimento sobre a pesquisa
fundamental da reprodugao. Dentre as biotécnicas
de maior impacto, podem-se destacar a insemi-
nagdo artificial (IA), a transferéncia de embrides
(TE), a produgdo in vitro de embrides (PIVE), a
transgénese e a clonagem. Uma biotécnica mais
recente consiste no aproveitamento dos foliculos
primordiais, por meio da técnica de manipulagdo de
odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais
(MOIFOPA) (Figura 1).

O estudo sobre os foliculos pré-antrais (FOPA)
tem merecido grande destaque nos Gltimos anos, nio
sO pelo interesse em uma melhor compreensdo da
fisiologia folicular, mas pelos resultados diretos que
o dominio desta técnica pode proporcionar. Pode-se
considerar a crucial importancia da conservagio de
germoplasma de espécies ameacadas de extingdo ou
fémeas de alto valor zootécnico subitamente mortas.
Além disso, o modelo animal, especialmente a
espécie ovina, serve como referéncia para estudos
na espécie humana. A criopreserva¢do de FOPA
apresenta-se como forma de preserva¢do de material
genético para mulheres submetidas a quimio e/ou a
radioterapia.

Para o aproveitamento dos foliculos no estagio
pré-antral, € necessdria a adogdo de um eficiente meio
de cultivo, capaz de viabilizar o desenvolvimento
folicular e a competéncia oocitaria. A eficiéncia deste
processo depende do progresso na elaborag¢do dos
meios de cultivo e da elucidagdo dos mecanismos
celulares envolvidos na ativagdo e no crescimento
dos foliculos primordiais.

O objetivo dessa revisdo € relacionar alguns
aspectos dessa nova biotécnica. A abordagem sera
feita nas principais etapas, o isolamento, a criopre-
servagdo e o cultivo.
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Figura 1 — Ilustragao resumida das etapas da MOIFOPA e sua
futura integragdo com outras biotécnicas da reprodugao

Revisao de Literatura

Caracterizaciao dos Foliculos Ovarianos

Ao nascimento, as fémeas de mamiferos apre-
sentam ovarios contendo milhares de foliculos pri-
mordiais.! Na espécie bovina, a quantidade de
foliculos primordiais esta estimada em 235.000 ou
até 720.000.>° Nas espécies caprina, ovina ¢ humana,
os numeros variam de 37.646. 160.000 e 2.000.000,
respectivamente.’”

O foliculo ovariano ¢ a unidade fundamental
do ovario mamifero, consistindo de uma célula
germinativa, o o0cito, associada a células somaticas
denominadas células da granulosa.® De acordo com
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o estagio de desenvolvimento, os foliculos podem ser
classificados como pré-antrais ou ndo-cavitarios e
antrais ou cavitarios. Os foliculos pré-antrais sdo ca-
racterizados pela auséncia da cavidade antral e podem
ser divididos em foliculos primordiais, primarios e
secundarios. Dois tipos de foliculos antrais podem ser
distinguidos: os foliculos terciarios e os foliculos pré-
ovulatdrios, maduros ou de De Graaf (Figura 2).

Os foliculos primordiais possuem um o6cito
circundado por uma camada de células da granulosa
de forma pavimentosa. Nos bovinos, ovinos e
caprinos, esses foliculos possuem um diametro médio
de 35,23 mm; 18,00 mm e 21,50 mm, respecti-
vamente.*’# Os foliculos primarios sdo caracterizados
pela presenga de uma tnica camada de células da
granulosa de forma cubica em torno do odcito, pos-
suindo um didmetro médio de 55,06 mm em bovinos,
35,01 mm em ovinos e 34,7 mm em caprinos.*”* Ja
os foliculos secundarios possuem um odécito circun-
dado por duas ou mais camadas de células da granulosa
de forma cubica. Quando duas a trés camadas de
células da granulosa sdo formadas, as células da teca
podem ser visualizadas em torno da membrana basal
podendo ser identificada uma membrana hialinizada
denominada zona peltcida.”!° Os foliculos secunda-
rios possuem um diametro que varia de 81 mm a 250
mm em bovinos e um didmetro médio de 66,03 mm
e 58,94 mm em ovinos e caprinos.*’#

Foliculo primario

Foliculo
Foliculo secundario

Epitélio
Corpo liteo
Foliculo antral
Foliculo Células da teca
Estroma ovariano

_Odcito

Ovulagéo (foliculo pré-ovulatério)

Células da
granulosa murais

Figura 2 — Ilustragdo de um ovério com suas diferentes
estruturas
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Os foliculos pré-antrais armazenam em torno de
90% dos odcitos presentes no ovario.!' No entanto,
cerca de 99,9% dos foliculos sofrem um processo
fisiolégico conhecido como atresia, que causa a morte
do foliculo, por via degenerativa e/ou apoptotica.'®!?
Considerando a quantidade minima desses foliculos
que se desenvolve até o estagio de foliculo pré-
ovulatorio, a biotécnica de MOIFOPA objetiva recu-
perar os odcitos inclusos nesses foliculos e cultiva-los
in vitro até sua completa maturagdo — em processo
continuo ou interrompido — pela criopreservagdo.'*!*

Métodos de Isolamento In Vitro de
Oocitos Inclusos em Foliculos Ovarianos
Pré-Antrais

O isolamento de foliculos ovarianos pré-
antrais pode ser feito de duas maneiras, uma meca-
nica e outra enzimatica. Esses métodos consistem na
dissociag@o ou separagdo destes foliculos dos demais
componentes do estroma ovariano (fibroblastos,
fibras colagenas e elésticas, fibronectina, etc.). Para
isso, sdo utilizados instrumentos mecanicos associados
ou ndo aos quimicos ou enzimaticos."!

A Tabela 1 mostra o nimero médio de FOPA
isolado por ovario usando os métodos mecanico
e/ou enzimatico.*%15-17

Tabela 1 — Numero médio de foliculos ovarianos pré-antrais
isolados nas diferentes espécies

Espécie N2de Categoria Autor
foliculos
Bovino 2.142 Fémea
em fase fetal  Figueiredo et al."” (1992)
512 Novilha
298 Vaca
Ovino 1.084 Fémea em Carambula et al.“(l996)
fase fetal
6.368 Ovelha Amorim et al.® (1999)
Humano 760 Jovens Roy; Treacy'* (1993)
544 Adultas
Caprino 10.140 Cabra Lucci et al.* (1999)

Fonte: adaptado de Figueiredo et al."
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Criopreservagao de Odcitos Imaturos
Inclusos em FOPA

A criopreservagdo de FOPA vem sendo con-
siderada uma alternativa para a estocagem de um
grande niimero de odcitos imaturos de um unico
animal, ou mesmo para preservar material genético
de mulheres submetidas a quimio e/ou radioterapia.

Outro aspecto importante da criopreservagao
de oocitos imaturos é a capacidade de aqueles
serem menos susceptiveis a crioinjuria em razdo de
suas caracteristicas. Dentre elas, as mais relevantes
sd0: o menor tamanho do odcito, bem como das
células da granulosa, sua baixa taxa metabolica,
estagio do ciclo celular (profase I), auséncia de zona
pelicida e de granulos corticais periféricos e a
pequena quantidade de lipideos intracitoplasmaticos
sensiveis as baixas temperaturas.'®

Os oocitos oriundos de FOPA podem ser con-
gelados de duas maneiras: in situ, ou seja, no interior
do préprio tecido ovariano, e também apés o isola-
mento oocitario.'”? Estudos histologicos revelam
que foliculos pré-antrais presentes no tecido ovariano
apos a congelagdo e a descongelagdo apresentam-se
morfologicamente normais.’'

Cultivo dos Foliculos Pré-Antrais

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-
antrais tem como objetivo permitir o desenvolvimen-
to folicular, assegurando o crescimento e a maturagdo
dos oocitos, bem como a multiplica¢do e posterior
diferenciagdo das células da granulosa. A composi¢io
dos meios de cultivo para foliculos ovarianos
pré-antrais varia enormemente, em fun¢do do estudo
realizado."

O desenvolvimento de um eficiente sistema de
cultivo artificial € um ponto crucial para a ativagdo
in vitro desses foliculos. A primeira e essencial etapa
de crescimento folicular ¢ denominada ativag¢do.
A ativagdo ocorre a partir dos foliculos primordiais

e constitui-se da passagem dos foliculos do pool de
reserva ou foliculos quiescentes para o pool de
foliculos em crescimento (primario, secundario,
terciario e/ou pré-ovulatorio).”* O primeiro sinal de
ativagdo dos foliculos primordiais ¢ a retomada da
prolifera¢do das células da granulosa, ou seja. o
foliculo primordial, circundado por uma camada de
células da granulosa de formato pavimentoso e
cubico, transforma-se em foliculo primario, circun-
dado por somente uma camada de células cuboides.”
Além da mudanga da forma das células da granulosa,
os volumes citoplasmatico e nuclear do odcito
aumentam consideravelmente.'

Importantes mudangas ocorrem nos foliculos
primordiais apos a ativacdo, envolvendo tanto o
odcito como as células da granulosa. No entanto,
o estudo do inicio de crescimento de foliculos
primordiais depende da disponibilidade de mar-
cadores sensiveis para detectar o inicio deste cres-
cimento folicular.”® O conhecimento sobre os
fatores e mecanismos envolvidos na ativagdo dos
foliculos primordiais € escasso, mas admite-se que
diferentes hormonios, gonadotrofinas, aminoacidos
e fatores de crescimento estejam envolvidos.”**

O FSH (hormoénio foliculo estimulante) ¢ apon-
tado como fator critico regulador da fun¢do ovariana.
A ligacdo do FSH ocorre nas células da granulosa e
resulta em uma variedade de agdes, tais como a
estimulagdo da proliferagdo dessas células, sintese de
esteroides e expressdo de receptores para fator de cres-
cimento epidérmico (EGF) e LH (hormoénio
luteinizante).”’** A associagdo de EGF e FSH mostrou-se
benéfica para o crescimento folicular e o acréscimo do
desenvolvimento de odcitos na espécie caprina.”

A utilizagdo de LH no cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais ¢ menos explorada, mas sua
eficiéncia ja foi reportada em camundongos.”® O GH
(hormoénio de crescimento) também tem se mostrado
eficiente no desenvolvimento folicular in vitro,
principalmente quando associado ao FSH ou a fato-
res de crescimento.*
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Com relagdo aos meios de cultivo, a solugdo a
base de agua de coco (SBAC) ¢ um meio rico em
nutrientes e de baixo custo que tem sido utilizado
com sucesso para a maturagdo de oocitos’' e cultivo
de embrides bovinos* e murideos.** A solugdo a base
de agua de coco é composta de duas partes de agua de
coco filtrada, uma parte de citrato de sodio a 5% e
uma parte de agua ultrapura.’* A SBAC tem sido
eficientemente utilizada para conservagdo de sémen
de varias espécies (humano,* caprino.* ovino,*
suino,’’), além de ter sido usada com bons resultados
na conservacdo in situ de foliculos pré-antrais
caprinos*® e ovinos.”

Abstract

Consideracoes Finais

A MOIFOPA ¢ uma biotécnica que possibilita
a multiplicagdo de animais com alto valor
zootécnico, mortos e mesmo aqueles em via de
extingdo. Outro aspecto € a formagdo de bancos de
germoplasma por meio da criopreservacdo desses
FOPA, e a possibilidade de utilizar a espécie ovina
como modelo para estudos na reproducio assistida
humana. Embora esta nova biotécnica venha sendo
utilizada somente em pesquisa fundamental, sua uti-
lizagdo para multiplicagdo de animais ainda depen-
de de mais estudos e busca de sistemas de cultivo
especiais que proporcionem condigdes adequadas
para o 6timo desenvolvimento de FOPA in vitro.

Objective: To disclose a new biotechnique, listing some of its aspects and addressing its main stages, isolation,

cryopreservation and culture of preantral follicles. Data Sources: The information was obtained from CAB,

MEDLINE, PUBMED, Science Direct and CAPES Portal. Data Synthesis: The preantral follicles store about 90%
of the oocytes within the ovary. The biotechnique described is based on recovering immature oocytes retained inside
preantral follicles before atresia takes place. The cryopreservation of these cells enables the creation of germoplasm
banks, preserving the genetic material of women submitted to chemotherapy and/or radiotherapy, as well as that of
endangered animal species. Conclusions: Being a recent biotechnique, its application is restricted to basic research.

Additional studies are required to improve the stages involved.

Keywords: Biotechonology. Reproductive techniques. Oocytes, transplantation. Ovarian follicles. Cryopreservation.

Resumen

Objetivo: Divulgar la biotécnica exponiendo algunos de sus aspectos y abordar sus principales etapas, el aislamiento,
la criopreservacion y el cultivo. Fuentes Consultadas: La informacion se obtuvo de CAB, MEDLINE, PUBMED,
Science Direct y el Portal CAPES. Sintesis de los Datos: Los foliculos preantrales guardan aproximadamente el
90% de los oocitos que estdn presentes en el ovario. Esta biotécnica consiste en rescatar oocitos inmaduros retenidos
en los foliculos preantrales antes de que ocurra el proceso de atresia. Por la criopreservacion de las células es
posible constituir bancos de germoplasma, y preservar el material genético de mujeres que se sometieron a la quimio
V/o radioterapia asi como de animales en extincion. Conclusiones: Al ser una biotécnica reciente, sus aplicaciones
se restringen a la investigacion bdsica. Se requieren mas estudios para perfeccionar sus etapas.

Palabras-clave: Biotecnologia. Técnicas reproductivas.

Criopreservacion.
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