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1. LISTA DE ABREVIATURAS

CGs = células da granulosa

DNAse = desoxirribonuclease

EGF = fator de crescimento epidermal

FGF = fator de crescimento fibroblastico basico
FSH = horménio foliculo estimulante

GDF-9 = fator de crescimento de diferenciacéo 9
pm = micrémetros

mm = milimetros

MOIFOPA = Manipulagéo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais
O, = oxigénio

SOF = meio sintético de fluido de oviduto

TZPs = projecdes transzonais

ZP = zona pellcida

LH = Hormonio luteinizante



2. INTRODUCAO

Os humanos e os animais domésticos nascem com centenas de milhares de
oocitos, dos quais somente uma infima parte atinge o estadio de maturacdo
meidtica. A colheita destes odécitos somente a partir de foliculos antrais limita o
namero de nascimentos, assim como a exploracdo do material genético de cada
animal (EPPIG & O’BRIEN, 1998; CECCONI et al., 1999). Sendo assim, a
recuperacao de odcitos a partir de foliculos pré-antrais, seguido do seu crescimento
in vitro, tem importantes aplicacdes, pois, além de um aumento significativo na
populacdo de animais geneticamente superiores, promove uma reducao no intervalo
entre geracdes. Evita ainda, a exposicdo do odcito as variacdes ambientais as quais
esta sujeito no ovario adulto, além de exercer importante fungdo como modelo nas
investigacbes dos complexos mecanismos envolvidos na foliculogénese inicial. Em
adicao, esta técnica tem um grande impacto na reproducédo assistida de espécies
em extingdo e também de humanos. As possibilidades do emprego dos foliculos pré-
antrais em sistemas de crescimento, maturacéo e fecundacao in vitro abre um leque
de novas alternativas para a selecdo e melhoramento genético animal.

Em roedores, os sistemas de cultivo de foliculos pré-antrais tém tido éxito na
producédo de grande nimero de oécitos meioticamente competentes, inclusive com a
obtencdo de nascimentos (EPPIG & SCHROEDER, 1989). O tempo requerido para
o cultivo de foliculos pré-antrais de camundongos para desenvolver a foliculo de
Graaf é de apenas 6 dias (BOLAND et al.,, 1993). No entanto, em humanos e
animais domésticos, o desenvolvimento folicular in vivo € um processo muito lento,
levando até seis meses desde o inicio do crescimento folicular até formagdo de um
foliculo pré-ovulatério (LUSSIER et al., 1987). Nesses casos, sistemas de cultivo
vém sendo testados a fim de atingir um modelo de desenvolvimento folicular que
mantenha a integridade do odcito e sua capacidade de ser ovulado e fecundado in
vitro. A evolucdo destas pesquisas requer um completo entendimento da biologia
celular na fase de desenvolvimento do foliculo, como também o estabelecimento de
sistemas eficientes de isolamento e cultivo in vitro que suportem o crescimento

folicular até o estadio de maturacao meiética.



3. REVISAO DE LITERATURA

O “pool” de foliculos pré-antrais existente nos ovarios de mamiferos
representa uma significativa reserva de material para estudos com a manipulacéao
genética de espécies domésticas, bem como para a preservacdo de espécies em
extingao e tratamento de algumas formas de infertilidade (PICTON, 2001).

O cultivo de foliculos pré-antrais de roedores in vitro leva a formagéo de antro,
ao desenvolvimento do od6cito, a ovulagdo in vitro e ao nascimento da progénie. Mas
ndo se obtém 0 mesmo sucesso com essa técnica em humanos e animais
domésticos. Somente recentemente, conseguiu-se desenvolver os foliculos pré-
antrais de bovinos até o estadio com formac&do de antro com foliculos pré-antrais
com mais de 166 um de diametro cultivados por 28 dias (GUTIERREZ et al., 2000).

3.1. Classificacao dos foliculos ovarianos

Os foliculos ovarianos pré-antrais sao classificados de acordo com: a) o
tamanho, pela medida do diametro folicular; b) o grau de evolugéo, observando-se o
namero de camadas de células da granulosa (CGs); e c) a viabilidade, como
normais ou atrésicos.

A classificacdo dos foliculos pré-antrais foi proposta ha meio século, quando
Mandl & Zuckerman (1951) caracterizaram os foliculos em estadios de acordo com o
namero de camadas de CGs ao redor do odcito: 1, odcito rodeado por uma camada
simples de CGs achatadas; 2, od6cito em crescimento rodeado por uma camada
simples de CGs cuboidais; 3, o6cito em crescimento rodeado por duas camadas de
CGs cuboidais; 4, oocito em crescimento rodeado por trés camadas de CGs
cuboidais; 5, oécito em crescimento rodeado por quatro ou mais camadas de CGs
cuboidais, mas sem cavidade antral.

Hulshof et al. (1994) classificaram os foliculos pré-antrais em primordiais,
primarios e secundarios, estabelecendo que os foliculos primordiais e primarios nao
poderiam ser distinguidos pelo diametro, mas sim, por diferencas morfologicas.
Segundo este estudo, os foliculos primordiais apresentavam um od6cito rodeado por
uma camada de 4 a 8 CGs achatadas, os primarios mostravam um od0cito rodeado

por uma camada de 11 a 12 CGs cuboidais e os secundarios, mais de uma camada



de CGs cuboidais. Os foliculos pré-antrais podem também ser classificados em
primordial inativo, primordial ativado, primario e secundario (FAIR et al., 1997).

Os foliculos pré-antrais foram classificados também de acordo com o seu
grau de viabilidade em: foliculos saudaveis (com lamina basal intacta, o6cito com
ndo mais de 3 vacuolos citoplasmaticos, vesicula germinativa e nucléolo intactos),
foliculos em atresia inicial (estadio I: o6cito com mais de 3 vacuolos citoplasméaticos
e em inicio de descondensacdo da cromatina), foliculos em atresia moderada
(estadio II: o6cito com nucléolo e citoplasma em fragmentacdo e alta condensacao
da cromatina) ou foliculos com atresia acentuada (estadio Ill: oécito completamente
fragmentado ou ausente; BUTLER, 1970; WANDJI et al., 1996).

Independente da espécie ou terminologia utilizada para as classificacdes de
foliculos pré-antrais na literatura, os foliculos primordiais se caracterizam por poucas
CGs achatadas ao redor do od0cito, enquanto os foliculos primarios sao
caracterizados por odcitos rodeados por uma camada completa de CGs cuboidais
(VAN DEN HURK et al., 1998; PICTON, 2001).

Em geral, a ultraestrutura de foliculos pré-antrais bovinos (FAIR et al., 1997,
HYTTEL et al., 1997) é semelhante a de outras espécies de mamiferos, como
caprinos (LUCCI et al., 2001), suinos (GREENWALD & MOOR, 1989), felinos
(JEWGENOW & STOLTE, 1996) ou humanos (OKTAY et al., 1997). Algumas
diferencas séo observadas entre as diferentes espécies e ao longo das diferentes
fases do desenvolvimento folicular.

O diametro dos odcitos e dos foliculos pré-antrais de ovinos (LUNDY et al.,
1999) e bovinos (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997; HYTTEL et al., 1997) € maior do
que de caprinos (LUCCI et al.,, 2001), que é similar ao observado em humanos
(LINTERN-MOORE et al., 1974). Entretanto, a forma e a extensdo no ndmero de
células da granulosa vista de um corte equatorial descritos sao semelhantes em
ovelhas (LUNDY et al., 1999), vacas (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), cabras (LUCCI
et al., 2001) e mulheres (LINTERN-MOORE et al., 1974).

3.2. Foliculos primordiais

O foliculo primordial representa o estadio a partir do qual os foliculos sdo

recrutados para o crescimento e, na maioria dos mamiferos, o nimero de estruturas



€ determinado ao nascimento (TELFER et al., 2000). Cada foliculo primordial
apresenta um odcito rodeado por uma camada de células da granulosa (CGSs)
achatadas, envolta por uma membrana basal. O diametro do foliculo primordial
bovino varia de 30 a 40 um, enquanto seu odcito, entre 20 e 25 um (BECKERS et
al., 1996).

Nos foliculos primordiais, um grande nucleo do odécito ocupa uma posicao
central demonstrando um nucleolo evidente. As organelas sdo uniformemente
distribuidas no citoplasma ou bem préximas ao nucleo. A mitocondria é a organela
mais evidente e é predominantemente redonda, o reticulo endoplasmatico liso e o
Complexo de Golgi sdo pouco desenvolvidos e varias vesiculas estdo espalhadas
pelo citoplasma (LUCCI et al., 2001).

Quando a populacdo de foliculos primordiais € estabelecida, grupos de
foliculos, gradualmente e sucessivamente saem do “pool” bloqueado e entram em
fase de crescimento. Ainda sdo desconhecidos os fatores que determinam a origem
do crescimento folicular (também conhecida como ativacédo folicular), a diferenciacao
e acumulo de organelas citoplasmaticas e a selecdo de alguns foliculos primordiais,
enquanto outros permanecem bloqueados (FORTUNE et al., 2000). Apesar dos
mecanismos envolvidos na ativacdo do foliculo primordial, para crescimento ou
atresia, ainda serem desconhecidos, eles representam uma importante linha de
pesquisa da biologia ovariana (JEWGENOW & GORITZ, 1995). O foliculo primordial
bovino leva presumivelmente 100 dias para atingir o estadio pré-ovulatério (BRITT,
1991).

3.3. Foliculos primarios

A evolucdo do crescimento dos foliculos pré-antrais estaria relacionada ao
aumento do diametro do odécito, bem como a proliferagdo das CGs (FIGUEIREDO et
al., 1994). A atividade de proliferacédo das CGs resulta na formacédo de uma camada
de células cuboidais ao redor do odcito que caracterizam o foliculo primario. As CGs
ndo soO se tornam mais volumosas como também se multiplicam por mitoses a partir
deste estadio. No bovino, o foliculo primario possui um diametro de 40 a 60 um, com
um oécito de 30 a 40 um (BECKERS et al., 1996).

A zona pelucida (ZP) aparece primeiramente ao redor do odcito de foliculo



primario, como ilhas de material fibrilar situadas em espacos entre as CGs
adjacentes e a superficie do odcito. Através de analise radioautografica da
biossintese e renovacdo de glicoproteinas do foliculo em desenvolvimento,
observou-se que a ZP resulta exclusivamente da atividade secretdria do odcito
(HADDAD & NAGAI, 1977, WOLGEMUTH et al., 1984). No foliculo primordial e
primario, as comunicacdes entre as CGs e 0 o0cito sdo mediadas por endocitose,
sinalizadas pelas numerosas invaginacdes e vesiculas (HYTTEL et al.,, 1997,
ALBERTINI et al., 2001).

Assim como nos foliculos primordiais, o citoplasma dos odcitos dos foliculos
primarios também contém numerosas mitocéndrias redondas, além das usuais
organelas. Conforme o foliculo se desenvolve a mitocondria vai tornando-se
alongada (LUCCI et al., 2001).

3.4. Foliculos secundéarios

Quando os foliculos atingem um estadio com mais de duas camadas de CGs
cuboidais €, entdo, denominado secundario. O foliculo secundario atinge de 60 a
200 um de diametro em vacas (BECKERS et al., 1996). Durante, a fase de
crescimento do foliculo secundario, fibras de tecido conectivo se posicionam
paralelamente a membrana basal para formar a camada tecal.

No foliculo secundéario, o tipo de interacéo entre as CGs e entre as CGs e 0
o0cito passa a ser realizado também por “Gap junctions”. A medida que 0 00cito
aumenta de diametro, a ZP evolui para uma fina camada que aumenta com o
desenvolvimento folicular, tornando-se densa e com filamentos interconectados ao
redor do odcito, separando-o das CGs. A comunicagdo entre o oocito e as CGs é
mantida por projecdes transzonais (TZPs), que foram caracterizadas em foliculos
pré-antrais de mamiferos como extensbes das CGs que atravessam a ZP e
terminavam sobre a superficie do oocito (HERTING & ADAMS, 1967). Foi
demonstrado que as TZPs sofriam alteracdes dinamicas durante as diferentes fases
do desenvolvimento folicular (MOTTA et al., 1994) e serviam para modular
informacdes entre 0 odcito e as CGs. Apos a formacao do antro, estas projecdes se
retraiam e mantinham-se como pequenas conecc¢des terminais. Nuttinck et al. (1993)

observaram que nenhum foliculo apresentou antro até que atingisse 115 a 280 um



de didmetro.

Com base em diferentes estudos sobre as comunicacdes entre o odcito e as
CGs, Albertini et al. (2001) propuseram um modelo explicativo no qual o transporte
de diferentes fatores de crescimento e horménios entre as CGs e 0 00cito seria
realizado por vesiculas de endocitose em regides de contato entre a ZP e a célula
da granulosa e por jungdes tipo Gap entre os microvilos do odécito e as TZPs das
CGs. Concluiram ser de fundamental importancia que os sistemas de manipulacao
in vitro de foliculos pré-antrais mantivessem intactas as comunicagfes entre as
células foliculares e o0 o6cito, no sentido de preservar sua integridade estrutural.

HYTTEL et al. (1997) demonstraram que o ndcleo do odcito passa de uma
posicdo central no oolema dos foliculos primordiais para uma regido excéntrica no
foliculo secundario, ou seja, situado na regido entre a zona pellcida e o centro do
odcito. As organelas também se movem e no foliculo secundario se encontram mais
proximas a periferia. O reticulo endoplasmatico liso aumenta de tamanho no foliculo

secundario e a vasta maioria das mitocdndrias sédo alongadas (LUCCI et al., 2001).

3.5. Técnicas de Isolamento folicular

O primeiro passo para a excecucdo da biotécnica de manipulacdo de odécitos
inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) foi definir a melhor
metodologia de isolamento dos foliculos de forma a se obter o maior nimero, com a
melhor viabilidade possivel, para entdo se proceder as técnicas de crescimento e
cultivo in vitro (TELFER, 1996). Isolar folicuos pré-antrais de animais domeésticos
adultos é mais dificil do que de roedores, jA que os ovarios sdo mais fibrosos por
natureza (GUPTA et al., 2002). Apesar disso, grandes avangos na pesquisa sobre
foliculos pré-antrais ocorreram em diferentes espécies de mamiferos, definindo-se a
melhor metodologia de isolamento.

Existem basicamente trés tipos de isolamento de foliculos pré-antrais:
isolamento mecéanico (EPPIG & SCHROEDER, 1989; EPPIG & TELFER, 1993;
FIGUEIREDO et al., 1993; HULSHOF et al.,, 1994; EPPIG & O'BRIEN, 1996;
WANDJI et al., 1996); digestao proteolitica pelo uso de enzimas (GREENWALD &
MOOR, 1989; FIGUEIREDO et al.,, 1993; DURRANT et al., 1998); ou isolamento
mecéanico em combinac¢do com dissociagdo enzimética parcial (FIGUEIREDO et al.,
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1993, OKTAY et al., 1997).

Nos procedimentos mecanicos, a fragmentacdo da estrutura do estroma
ovariano pode ser feita através de diferentes instrumentos para promover o
isolamento de foliculos pré-antrais. Os primeiros relatos com isolamento desses
foliculos foram descritos utilizando agulhas ultra-finas para dissociar ovarios de
camundongo (TORRANCE et al., 1989) e de felinos (JEWGENOW & PITRA, 1993;
JEWGENOW, 1996). Outros autores também relataram o uso de bisturis, pincas e
pipetas de Pasteur (HIRAO et al., 1990), para promover a fragmentacdo do tecido
ovariano.

Com relagdo aos bovinos, por¢cdes de tecido ovariano tém sido processadas
no “Tissue Chopper” , seguido de sucessivas pipetagens (FIGUEIREDO et al.,
1993). O procedimento consiste de uma fragmentac&o do tecido ovariano, utilizando
o “Tissue Chopper” com intervalos entre cortes de 500 um, depois repedidas
pipetagens com pipetas pasteur de 1000 um e 500 um. Com este procedimento
mecanico, foliculos primarios e muitos foliculos secundarios puderem ser isolados. O
método mecanico utilizando o “Tissue Chopper” para o isolamento de foliculos pré-
antrais tem proporcionado a recuperacao de um grande namero de foliculos pré-
antrais com baixa porcentagem de odcitos desnudos (menor ruptura dos foliculos),
gracas a preservacdo da membrana basal (FIGUEIREDO et al., 1993; GOSDEN &
TELFER, 1987). Porém, apesar dos foliculos parecerem normais morfologicamente
apos o isolamento mecanico, a porcentagem de foliculos viaveis pela coloracdo com
“Trypan Blue” é de somente 77% (GUPTA et al., 2002).

Carambula et al. (1996) isolaram foliculos pré-antrais de fetos bovinos,
utilizando uma tesoura cirdrgica realizaram cortes sucessivos dentro de um tubo de
centrifuga, fragmentando os ovarios de maneira uniforme. Além de diminuir o custo
de implantacdo do sistema, o método foi mais eficiente que o “Tissue Chopper”
guanto ao numero de foliculos recuperados e tornou o processo mais rapido que o
sistema tradicional.

Basso (2001) isolou em média 326 foliculos pré-antrais de ovario feto bovino
e em média 178 foliculos pré-antrais de vaca adulta utilizando o método mecénico.
O isolamento de foliculos pré-antrais de bubalinos através do aparelho “Tissue
Chopper” , resultou em menor nimero de foliculos que em bovinos (GUPTA et al.,

2002), isso pode ser devido a uma menor quantidade de células germinativas em
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ovarios de bufalos (PALTA & CHAUHAN, 1998).

No que se refere ao tratamento enzimético, existem muitas consideragfes a
respeito do efeito de enzimas como a tripsina, pronase e colagenase, na viabilidade
dos foliculos isolados no que concerne a degradacdo da membrana basal, podendo
resultar em separacao das células da granulosa e a denudacgéo do oécito (TELFER
et al.,, 1999). No entanto, a colagenase tem se mostrado mais eficiente e menos
deletéria aos odcitos, apesar dos foliculos ficarem desprovidos das células da teca e
constituirem um complexo de CGs-o6cito sob uma membrana basal parcialmente
degradada (BUCCIONE et al., 1990). Se a integridade do foliculo é baixa, assim
sera o seu potencial de desenvolvimento. Apesar disso, esta técnica de dissociacdo
enzimatica pela colagenase resultou em grande numero de foliculos pré-antrais a
partir de ovéarios de camundongos (TORRANCE et al., 1989) e a colagenase
associada a DNAse, por 1 hora a 37°C, ndo causou danos morfolégicos aos foliculos
pré-antrais de humanos (ROY & TREACY, 1993) e de caes (BOLAMBA et al., 2002).
A técnica utilizada por BOLAMBA et al. (2002) foi seguida por filtracdo em
membrana de nylon de 35 mm.

A combinacao entre a dissociacdo enzimatica com colagenase e a disseccao
mecanica proporcionou a recuperacdao de maior numero de foliculos em relacdo ao
método mecénico simples em vacas (FIGUEIREDO et al.,, 1993). O método
enzimatico rende mais que cinco vezes o numero de foliculos pré-antrais que o
método mecéanico em bubalinos (GUPTA et al., 2000). Entretanto, tanto em bovinos
quanto em bubalinos, utiliza-se o isolamento mecéanico para eliminar possiveis
efeitos deletérios na viabilidade do odcito pelo tratamento enzimético (GUPTA et al.,
2002). Wandiji et al. (1996) afirmaram que o isolamento por dissociacdo enzimatica
de foliculos ndo se mostrou ideal para a sobrevivéncia dos odcitos bovinos,
indicando que fragmentos isolados mecanicamente do cértex ovariano sobreviviam
melhor no mesmo meio de cultivo.

No que se refere a outras espécies de animais, os estudos acerca do
isolamento folicular tém mostrado resultados satisfatérios. Em suinos, a dissociacao
enziméatica utilizando colagenase resultou na obtencdo de 185.000 foliculos pré-
antrais (GREENWALD & MOOR, 1989). JEWGENOW & GORITZ (1995) isolaram
2.892 foliculos de ovarios de gata adulta com o uso de filtros de disssociacdo e
JEWGENOW & STOLTE (1996) isolaram 1.867 foliculos de felinos selvagens pelo
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mesmo método.

3.6. Cultivo de foliculos pré-antrais

O desenvolvimento de um sistema in vitro que suporte o crescimento do
foliculo pré-antral nas espécies domésticas € ambicioso, porque o desenvolvimento
nas espécies domeésticas ocorre em um tempo muito mais longo comparando com
animais de laboratério e além disso, os foliculos pré-antrais tém que crescerem
muito mais até tornarem-se pré-ovulatérios. Enquanto um foliculo de camundongo
tem que crescer em torno de 400 um in vitro, o foliculo pré-antral de bovinos tem
gue crescer aproximadamente 8 mm (TELFER et al., 2000).

Os primeiros foliculos pré-antrais e serem cultivados foram isolados a partir
de ovéarios de hamster. Os foliculos foram cultivados em grupo sobre uma
monocamada de gel de agar para prevenir a adesdo dos foliculos a superficie do
plastico e posteriormente foram cobertos com meio de cultivo. A sobrevivéncia dos
foliculos, bem como a aquisicdo de sitios de ligacdo para LH nas células da
granulosa parecem estar correlacionados com a presencga de insulina no meio de
cultivo. Além disso, a taxa de divisdo celular aumenta em funcéo da adicdo do soro
sanguineo ao meio (ROY & GREENWALD, 1989).

Os sistemas de cultivo de foliculos pré-antrais de suinos sao mais avancados
gue nas outras espécies de grandes animais. Os odcitos de foliculos pré-antrais de
suinos sdo desenvolvidos com uma matriz de gel de colageno e se tornam
competente meioticamente se atingem um diametro de ao menos 100 um (HIRAO et
al., 1994).

Ocorre um maior grau de crescimento no comeco do cultivo e esse
crescimento vai diminuindo com o tempo de cultivo em todas as classes de foliculos
pré-antrais (GUPTA et al., 2002). Foliculos pré-antrais grandes de bovinos tiveram
um maior crescimento in vitro do que foliculos pré-antrais menores (KATSKA &
RYNSKA, 1998). Telfer et al. (1999) também observaram maior crescimento em
foliculos pré-antrais grandes (170 um) que em pequenos (40-90 um). Entretanto, em
bafalos, a classe de foliculos pré-antrais que teve maior crescimento in vitro foi entre
37 e 90 pm, foliculos maiores e menores que isso, tiveram um menor
desenvolvimento (GUPTA et al., 2002).
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As gonadotrofinas exégenas, como o FSH, e diversos fatores de crescimento
tém demonstrado atuar positivamente no crescimento de foliculos pré-antrais em
cultivo in vitro em diferentes espécies (WANDJI et al., 1996a; GUPTA et al., 2002). O
FSH é conhecido por estimular o crescimento folicular e manter a integridade das
células da granulosa em suinos (HIRAO et al., 1994), ovinos (CECCONI et al.,
1999), humanos (ROY & TREACY, 1993) e bovinos (SAHA et al., 2000). As
gonadotrofinas também estimulam a esteroidogénese (ROY & TREACY, 1993;
CECCONI et al., 1999).

Dados conflitantes tém sido apresentados no que se refere ao FSH no meio
de cultivo de foliculos pré-antrais bovinos, Braw-Tal & Yossefi (1997) relataram que
o FSH n&o tem nenhum efeito no crescimento de foliculos bovinos in vitro. Porém,
Nuttinck et al. (1996) afirmaram que o FSH induz a degeneracdo de odécitos em
foliculos pré-antrais cultivados e sua degeneracdo foi atenuada por fatores de
crescimento fibroblasticos. Esses dados diferem de outros pesquisadores que
observaram um efeito positivo do FSH nos meios de cultivo, como em ovelhas
(CECCONI et al., 1999), humanos (ROY & TREACY, 1993) e em bufalos (GUPTA et
al., 2002).

A insulina no meio de cultivo promove o crescimento das células da granulosa
(FIGUEIREDO et al., 1994; GUTIERREZ et al., 2000; GUPTA et al., 2002). O soro
fetal bovino, adicionado ao meio, melhora a porcentagem de foliculos pré-antrais em
crescimento em longos tempos de cultivo de foliculos de suinos (TELFER et al.,
2000). Porém em bovinos, ndo é necessario soro para o foliculo pré-antral atingir o
estadio antral de desenvolvimento (ITOH et al., 2002).

A concentracdo de oxigénio é outro importante parametro para determinar as
condi¢Bes de cultivo dos foliculos pré-antrais. Entretanto, o efeito exercido por altas
ou baixas concentracdes de gas O, sdo ainda controversas. Eppig & WIligglesworth
(1995) reportaram que em 5% de O, a competéncia do odcito para se desenvolver
foi promovida e Cecconi et al. (1999) também obtiveram melhores resultados de
crescimento folicular em 5% do que em 20% de O,. Porém, Smitz et al. (1996)
observaram um menor grau de crescimento dos foliculos cultivados in vitro quando
utilizando 5% de Ox.

A formacdo de antro nos foliculos pré-antrais grandes em cultivo in vitro foi
conseguida em suinos (HIRAO et al., 1994), ovinos (CECCONI et al., 1999),
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caprinos (HUANMIN & YONG, 2000), humanos (ROY & TREACY, 1993) e bovinos
(GUTIERREZ et al., 2000, ITOH et al., 2002). Em bufalos, mesmo com 40 dias de
cultivo, n&o foi possivel observar a formacgéo de antro (GUPTA et al., 2002).

Sistemas de cultivo para foliculos pré-antrais bovinos ndo tém sido um
sucesso no que se refere a produzir odcitos meioticamente competentes (TELFER,
1996), mas um pequeno numero de odécitos de foliculos ovinos crescidos in vitro tém
atingido o estadio de metéfase Il (CECCONI et al., 1999). Em caninos, foi possivel
atingir o estadio de metafase Il em odcitos de foliculos pré-antrais maturados em
meio SOF, acrescido de soro ou albumina sérica bovina (BOLAMBA et al., 2002).

Em suinos, Wu et al. (2001) conseguiram cultivar foliculos pré-antrais em
meio acrescido de soro suino e FSH até o estadio antral de desenvolvimento,
conseguindo alguns od6citos em metafase Il que foram fertilizados, obtendo alguns
blastocistos. O método de isolamento utilizado neste experimento foi 0 mecénico.
Com a obtencdo de desenvolvimento embrionario a partir de foliculos pré-antrais de
suinos, novas perspectivas sdo geradas em relacdo a técnica de MOIFOPA em

outras espécies de animais domésticos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A biotécnica de manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-
antrais (MOIFOPA) é de grande importancia tanto para a pesquisa fundamental, por
contribuir para a elucidagdo dos mecanismos implicados na foliculogénese nesta
fase, quanto para a reproducdo animal, possibilitando o isolamento de milhares de
foliculos a partir de um Unico ovario e o posterior cultivo in vitro dos odcitos neles
contidos, até o estadio de maturacao e fertilizacao.

O maior obstaculo para desenvolver a técnica de MOIFOPA para espécies
com um longo periodo de crescimento € 0 nosso quase completo desconhecimento
dos estadios iniciais de desenvolvimento folicular. Para que ocorra avancos nessa
biotecnologia nés necessitamos de marcadores moleculares celulares de
diferenciacdo das células sométicas e do odcito, capazes de correlaciona-los com o
desenvolvimento normal in vivo. Ha varios marcadores candidatos, como os fatores
de crescimento intra-ovarianos (IGFs, FGFs, EGFs, ativinas e inibinas), fatores
especificos do oo6cito como o GDF-9 e outros ainda ndo conhecidos. Esses fatores
sdo importantes para o desenvolvimento folicular inicial e seus padrbes de
expressao sdo aparentemente relacionados com o estadio de desenvolvimento do
foliculo e do odcito. Por isso, ainda sdo necessarias muitas pesquisas com 0S
foliculos pré-antrais, para que se possa aplicar esta técnica de forma adequada para

um melhor aproveitamento do material genético da fémea.
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