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FOLÍCULOS OVARIANOS PRÉ-ANTRAIS BOVINOS: CULTIVO IN VITRO E 
XENOTRANSPLANTE 

RESUMO: Objetivou-se testar diferentes protocolos de cultivo in vitro e in vivo de 

folículos ovarianos pré-antrais de fetos bovinos. Para tanto, um total de 41 ovários 

de fetos bovinos foram obtidos em matadouro, transportados e utilizados para o 

cultivo in vitro (n=20) e para o xenotransplante (n=21). Após processados no 

laboratório em fragmentos entre 0,5 e 1 mm3  foram encaminhados para os 

cultivos O cultivo in vitro baseou-se em protocolo bem sucedido de cultivo de 

FOPA em caprinos e testou diferentes fontes de macromoléculas e a utilização do 

azul de tripan na viabilidade dos tecidos cultivados a uma atmosfera controlada de 

5% CO2 em ar, a 38,5°C e nutridos com dMEM (300 mOsm/L, pH 7,2) 

suplementado com antibióticos, ITS, piruvato de sódio, glutamina, hipoxantina, 

dAMPc, bFSH e IGF-I. A depender do tratamento, foi adicionado BSA (0,1%) SFB 

(10%) ou PVA (1%). O cultivo in vivo de FOPA foi executado por xenotransplante 

sob a cápsula renal num total de 65 camundongas  imunodeficientes. 

Desenvolveu-se uma técnica de biopsia e verificou-se o efeito do tempo de 

transplante (30, 60 e 30 e 60 dias após o transplante) sobre a percentagem e a 

viabilidade de FOPA bem como a possível presença de folículos antrais. Num 

segundo momento, 32 receptoras receberam estímulo hormonal de 10 UI de eCG 

(n=18) e 10 UI r-hFSH (n=14). Os resultados mostraram que o cultivo com PVA 

apresentou FOPA normais em percentagem semelhante aos cultivos com BSA e 

PVA. Quanto ao cultivo por xenotransplante, observou-se o crescimento sucessivo 

de FOPA até estádios antrais ao longo do tempo de transplante (> 30 dias). O 

resultado das estimulações exógenas apresentou folículos antrais com oócitos que 

apresentaram o cumulus expandido em 2/5 (40%) dos oócitos selecionados para 

MIV de cada um dos tratamentos propostos. Concluindo, FOPA oriundos de fetos 

bovinos podem ser cultivados por pelo menos 8 dias em PVA e crescem até os 

estádios antrais a partir de 30 dias após o xenotransplante com respostas 

igualmente variáveis aos protocolos com eCG e r-hFSH.  Palavras-Chave: ovário, 

folículos pré-antrais, xenotransplante, feto bovino, camundongos imunodeficientes. 
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BOVINE OVARIAN PREANTRAL FOLLICLES: IN VITRO CULTURE AND 
XENOTRANSPLANTATION 

 

ABSTRACT: This study aimed to evaluate different protocols of in vitro and in vivo 

preantral follicles (PFs) culture from bovine fetus. Thus, a total of 41 fetal bovine 

ovaries, from a slaughterhouse, were collected and transported at laboratory for in 

vitro culture (n=20) and for xenotransplantation (n=21), after processing into small 

cortical pieces measuring between 0,5 and 1mm3 the slices were cultured. The in 

vitro culture was based on well successful protocol of preantral follicles in caprine 

and tested different sources of macromolecules and trypan blue viability of cultured 

tissues cultured at controlled atmosphere (5%CO2 in air, 39°C). The culture 

medium used was dMEM (300 mOsm/L, pH 7, 2) supplemented with antibiotics, 

ITS, sodium pyruvate, glutamine, hypoxanthine, dAMPc, bFSH, and IGF-I. 

Depending of treatment, was added BSA (0,1%), FCS (10%) or PVA (1%). In vivo 

culture of preantral follicles was carried out by xenotransplantation under renal 

capsule of immunodeficient females mice (total of 65) that were submitted to a 

biopsy technique previously developed for tissue collection and to verify the 

effectiveness of time of transplantation (30, 60 and 30 and 60 days post surgery) 

under percentage and viability as well as putative growth of PFs to antral follicles. 

At second stage, 32 recipient mice were submitted to hormonal stimuli with 10 IU 

of eCG (n=18) and 10 IU of r-hFSH (n=14). The results showed that PVA culture 

presented normally PF in similar distribution when compared with BSA and PVA 

culture. Regarding xenotransplantation, successive growth of PF until antral stages 

was observed belong time of transplantation. Exogenous stimulation presented 

oocytes with expanded cumulus in 2/5 (40%) of selected oocytes for IVM from 

each treatment. Conclusively PFs from fetal bovine ovaries can be cultured at PVA 

at least 8 days and grows until antral stages after xenotransplantation procedures 

from 30 days away with variable responsiveness to both exogenous eCG and r-

hFSH protocols. Key-words: ovary, preantral follicles, xenotransplantation, bovine 

fetus, immunodeficient mice. 
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I – INTRODUÇÃO. 

Os folículos ovarianos são estruturas responsáveis pelo crescimento e  

maturação dos oócitos neles contidos, sendo classificados pela literatura em dois 

grupos principais: folículos ovarianos pré-antrais (FOPA) e antrais. Os primeiros 

diferenciam-se dos demais por serem destituídos de antro, estrutura que aparece em 

estádios foliculares de maior tamanho como uma cavidade repleta de fluido que nutre e 

regula o crescimento oocitário. Os FOPA são classificados em folículos primordiais, 

primários e secundários e esta distinção advém da morfologia (número e formato das 

células foliculares), bem como do seu tamanho. Eles constituem a principal reserva de 

gametas das fêmeas e correspondem a aproximadamente 90-95% da população dos 

folículos existentes no interior dos ovários, embora apenas 0,1% destes atinjam a 

ovulação sem degenerarem ao longo do crescimento (HIRSHFIELD, 1988). 

A foliculogênese pode ser compreendida como o período entre a formação dos 

primeiros folículos primordiais até a atresia ou até o estádio de folículo pré-ovulatório 

seguido de ovulação (DRIANCOURT et al., 2001). Investigações anteriores foram 

realizadas com o intuito de compreender os eventos finais da foliculogênese, com 

considerável quantidade de informações obtidas. Em contraposição, os eventos iniciais 

de ativação e crescimento do folículo primordial ainda não são plenamente conhecidos 

(ANDRADE et al., 2005), influenciando assim no pequeno aproveitamento do potencial 

que esses gametas podem oferecer à reprodução animal. 

É sabido que os folículos majoritários no ovário são os mais precoces, ou seja, 

os FOPA. Paradoxalmente, esses são os menos aproveitados principalmente pelo 

descarte do ovário após punção dos folículos antrais macroscopicamente visíveis. 

Baseados neste fato, estudos recentes evidenciam o potencial desse aproveitamento 

de FOPA de ruminantes para a produção in vitro, seja por cultivo in vitro (HUANMIN & 

YOUNG, 2000, GUPTA et al., 2008) ou xenotransplante (SENBON et al., 2003, 2004a, 

2004b, 2005) e o aproveitamento dos FOPA poderá fornecer oócitos para diversas 

outras biotécnicas que necessitem destes gametas, como por exemplo, estudos em 

fisiologia ou voltados para aplicação reprodutiva. 
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Esta pesquisa propôs-se a investigar a viabilidade de dois métodos de cultivo de 

FOPA. Num deles, testou-se a influência de diferentes fontes de macromoléculas no 

cultivo in vitro de FOPA bovinos; e no outro, o cultivo in vivo por xenotransplante de 

tecido ovariano. O sucesso do cultivo in vivo foi avaliado por meio de biopsia dos 

tecidos transplantados em diferentes tempos, bem como, pela resposta dos mesmos 

aos diferentes estímulos hormonais preconizados.  
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II. REVISÃO DE LITERATURA. 

O crescimento de folículos pré-antrais é assunto que vem ao longo dos anos 

conquistando merecido destaque na área de reprodução animal. Estudos sobre como 

os diferentes FOPA crescem e participam da atividade ovariana podem ser executados 

por métodos que envolvam conhecimentos de histologia e cultivo celular. Em bovinos, 

diversas pesquisas foram realizadas em ovários para obtenção de informações que vão 

desde a estimativa da população de folículos ovarianos (ERICKSON, 1966; RUSSE, 

1983; GOSDEN & TELFER, 1987; LUSSIER et al., 1987) até as necessidades 

fisiológicas relativas à fase inicial da foliculogênese (FIGUEIREDO et al., 1994; 

HULSHOF et al., 1995; SENBON et al., 2003). 

Os estímulos que promovem o crescimento dos folículos primordiais até que 

estes atinjam a ovulação ainda não são totalmente conhecidos. Sabe-se que ocorrem 

diversos mecanismos relacionados aos hormônios folículo estimulante (FSH), 

luteinizante (LH) e estradiol, além de fatores intraovarianos como EGF (Fator 

Epidérmico de Crescimento), FGF (Fator Fibroblástico de Crescimento), IGF (Fator de 

Crescimento Insulínico), TGFs (Fatores de crescimento transformantes), VIP (Peptídeo 

Vasoativo Intestinal), ativina, dentre outros, além do kit-ligande (KL) (PARROTT & 

SKINNER, 1999), que tem comprovado papel no crescimento de folículos primordiais 

(FIGUEIREDO et al., 2008). Esses fatores, embora sejam importantes no 

desenvolvimento inicial mencionado, não são suficientes para evitar que esses folículos 

tenham uma alta taxa de atresia in vivo. 

O número de folículos ovarianos pré-antrais e antrais foi estimado inicialmente a 

partir de procedimentos estereológicos em lâminas histológicas. Dessa forma, cálculos 

foram efetuados por amostragem e dados sobre a população folicular foram obtidos em 

bovinos (ERICKSON, 1966; RUSSE, 1983), ovinos (RUSSE, 1983) e caprinos 

(BEZERRA et al., 1998). Nos pequenos ruminantes citados, estes autores descreveram 

o início da foliculogênese e tal informação possibilitou melhor direcionamento em 

experimentos com folículos pré-antrais oriundos de fetos, como por exemplo, a melhor 

idade fetal para a colheita de ovários com categorias pré-determinadas de folículos pré-
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antrais ou ainda com folículos antrais, assim como a utilização desses em estudos de 

criopreservação ovariana (SANTOS et al., 2007) e produção in vitro de embriões a partir 

de ovários fetais (CHOHAN & HUNTER, 2004). 

Considerando-se que os métodos histológicos são limitados por avaliarem 

ovários que posteriormente tornam-se inutilizados para aplicação reprodutiva, em 

decorrência da ação fixadora de tecidos necessária a esses procedimentos, a 

MOIFOPA surgiu como alternativa de estudo da foliculogênese com manutenção da 

viabilidade dos oócitos para outros fins investigativos. Além disso, o desconhecimento 

das necessidades fisiológicas inerentes às etapas iniciais do desenvolvimento folicular, 

sobretudo para folículos isolados, estimulou a utilização do cultivo celular, fornecendo 

assim novas perspectivas. Surgiram então, os primeiros trabalhos com isolamento e 

cultivo in vitro de FOPA em bovinos (FIGUEIREDO et al., 1993; 1994; HULSHOF et al., 

1994; FIGUEIREDO et al., 1995), além daqueles que visavam obter informações desde 

o processamento laboratorial do ovário até o desenvolvimento do método ideal para a 

obtenção de oócitos viáveis com vistas à geração de um novo descendente (ANDRADE 

et al., 2005; COSTA et al., 2005; VAN DEN HURK et al., 1997, GUPTA et al., 2008). 

A utilização da técnica de isolamento folicular justifica-se quando o estudo em 

questão busca conhecer a necessidade do FOPA sem o estroma circunvizinho, e de 

como os meios quimicamente definidos podem atuar no crescimento dessas estruturas. 

Apesar de fornecer um número adequado de FOPA, o cultivo de folículos primordiais 

isolados apresenta limitações em várias espécies, com resultados variáveis que 

necessitam da combinação de fatores de crescimento e hormônios, estando esses 

correlacionados diretamente ao avanço dos estádios foliculares (FORTUNE, 2003).  

As razões para a utilização de meios quimicamente definidos em cultivos são 

pragmáticas: podem ser reproduzidas em diferentes tempos e laboratórios, sendo 

isentos de atividades biológicas desconhecidas, tais como as enzimas e fatores de 

crescimento (SUMMERS & BIGGERS, 2003). 

Das macromoléculas utilizadas nesses meios quimicamente definidos para a 

produção in vitro de embriões (PIV). Em estudos com embriões murinos, o PVA foi 

utilizado em substituição ao BSA e os resultados mostraram-se favoráveis à 
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substituição do BSA pela macromolécula sintética, o PVA. Considerando-se ainda que 

a substituição do BSA com PVA não prejudicou a pluripotência, a organogênese, a 

implantação e a expressão gênica dos blastocistos cultivados, os sistemas 

quimicamente definidos são indicados desde que com meios de cultivo apropriados 

(JANG et al., 2007). Em bovinos, realizou-se o cultivo de folículos pré-antrais isolados 

com o PVA em substituição à albumina sérica bovina (BSA) e soro fetal bovino (SFB) 

(COSTA et al., 2001). Neste estudo observou-se a sobrevivência dos FOPA isolados, 

confirmando a possibilidade de utilização do PVA como macromolécula em meios 

quimicamente definidos por até 10 dias. Contudo, estudos feitos com esta 

macromolécula em fragmentos de tecido ovariano contendo FOPA, não foram 

realizados. Apesar dessa necessidade, os métodos de cultivo de FOPA com maior 

eficácia utilizam fontes de macromoléculas semi-definidas como albumina sérica bovina 

(GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000, ITOH  et al., 2002), indefinidas 

como soro fetal bovino (HUANMIN & YONG, 2000; CECCONI et al., 2004) ou soro de 

bovino castrado (GUPTA et al., 2008). 

Como alternativa à obtenção de FOPA isolados e crescidos em cultivo in vitro, a 

utilização desses, ainda inclusos no estroma de origem (in situ), gerou resultados 

viáveis quanto ao crescimento folicular, demonstrando que o cultivo tecidual forneceu 

suporte adequado por longos períodos com manutenção da organização celular e 

histoarquitetura (GUTIERREZ et al., 2000). Ademais, pode-se acrescentar a 

possibilidade do cultivo folicular in vitro, a partir de ovários fetais, proporcionar melhor 

rendimento, pois os mesmos possuem grande número de FOPA com maior proporção 

de parênquima que aquele observado em fêmeas adultas (FORTUNE, 2003). 

Independente dos FOPA serem cultivados isolados ou in situ, seus crescimentos 

podem ser divididos em três etapas: a primeira, diz respeito à ativação dos folículos 

primordiais a folículos primários; a segunda, do crescimento de folículos primários a 

secundários; e a última, de folículos secundários a estádios periantrais (FORTUNE, 

2003). A ativação de folículos pré-antrais in vitro foi inicialmente estudada em 

ruminantes com a espécie bovina (HULSHOF et al., 1995). O crescimento folicular de 

folículos primários a secundários foi estudado em caprinos por HUANMIN & YONG 
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(2000) e as publicações mais divulgadas sobre crescimento folicular em ruminantes 

concernem principalmente à terceira etapa. Em bovinos, os folículos utilizados nesta 

situação mediam entre 100 e 200 µm (McCAFFERY et al., 2000), acima de 163 µm 

(GUTIERREZ et al., 2000) ou tinham diâmetro superior a 145µm (ITOH et al., 2002), 

tamanho esse, que equivale ao de folículos secundários (HULSHOF et al., 1994). Em 

caprinos, o crescimento in vitro foi também observado de secundários a antrais 

(HUANMIN & YONG, 2000) e nos ovinos, crescimento de FOPA que mediam a partir de 

170µm (secundários) até estádios antrais (CECCONI et al., 2004). Recentemente, 

embriões bubalinos foram obtidos a partir do cultivo de FOPA de grande diâmetro (265 

a 295µm), cocultivados com células do cumulus (GUPTA et al., 2008). Em 

camundongos ocorreu o nascimento de ninhadas oriundas de folículos primordiais 

(EPPIG & SCHROEDER, 1989; CARROL et al., 1990), inclusive após procedimentos de 

criopreservação (CARROL et al., 1990).  

Os transplantes ovarianos podem ser classificados de acordo com a espécie 

receptora como: auto (mesmo indivíduo), iso (indivíduo geneticamente idêntico), alo 

(outro indivíduo da mesma espécie) ou xenotransplante (de outra espécie); ou ainda, 

segundo sua localização no tecido receptor, em ortotópico ou heterotópico, sendo 

próximos ou distantes da localização anatômica original, respectivamente (KRONH, 

1977). 

O conceito de xenotransplante ovariano remonta do final do século XIX e foi 

inicialmente aceito com reservas pela comunidade científica da época em função do 

desconhecimento das bases imunológicas necessárias para os transplantes entre 

espécies (CUPERSCHMID & CAMPOS, 2007) e de animais apropriados para tal 

finalidade. Por outro lado os autotransplantes ovarianos são realizados em murinos 

desde a década de 60 (KRONH, 1977). Em ruminantes, mais especificamente em 

ovinos, os autotransplantes foram realizados a partir de 1994 (GOSDEN et al. 1994, 

CAMPBELL et al., 2000). Nesta espécie obteve-se uma gestação com sucesso tanto 

após o autotransplante a fresco, quanto com tecido ovariano criopreservado. Ainda em 

ovinos, esta técnica produziu uma sincronização dos folículos primordiais, 
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simultaneamente à retomada da ciclicidade ovariana após 3-6 meses (HUNTER et al., 

2004). 

O autotransplante de tecido ovariano criopreservado foi realizado em caprinos 

(SANTOS, 2007) e ovinos (GOSDEN et al., 1994; SALLE et al., 2002). Em cabras, os 

estudos de SANTOS (2007) observaram remodelagem ovariana e comportamento de 

estro aproximadamente 71 dias após o autotransplante, com fragmentos submetidos ou 

não à congelação. Nas ovelhas foram relatados nascimentos (GOSDEN et al., 1994; 

SALLE et al., 2002) ao passo que, em bovinos, estudos com autotransplantes não são 

conhecidos, sendo que a provável razão disso deve-se alto custo de manutenção de 

fêmeas experimentais e à possibilidade de transplantes em outras espécies de 

laboratório com menor custo de manutenção. 

Com o advento das linhagens geneticamente modificadas, e uso de 

camundongas e ratas imunodeficientes, surgiu uma nova possibilidade de obtenção de 

folículos com oócitos de tamanho apropriado para posterior maturação in vitro 

(AUBARD, 2003) fazendo com que o xenotransplante se tornasse um dos caminhos 

possíveis para a produção in vitro de embriões (PIV). 

O xenotransplante promove ainda a possibilidade de serem cultivados, em outra 

espécie receptora, folículos ovarianos provenientes de fêmeas de alto mérito zootécnico 

com infertilidade adquirida ou após sua morte, podendo também ser empregada no 

aproveitamento de germoplasma em espécies silvestres e raças de animais domésticos 

em vias de extinção, com ou sem morte acidental. Os principais resultados com esta 

técnica em animais silvestres foram apresentados em saguis (CANDY et al., 1995), 

elefantes (GUNASENA et al., 1998) e marsupiais (WOLVEKAMP et al., 2001) com 

crescimento de FOPA até o estádio antral. Em estudos com bovinos, SENBON et al. 

(2003; 2004a; 2004b) observaram-se o crescimento de folículos secundários oriundos 

de vacas até a fase antral quando transplantados em camundongas, com os oócitos 

apresentando dimensão suficiente para serem submetidos à maturação in vitro (MIV) e 

alcançando a metáfase da segunda divisão meiótica. Posteriormente, esta mesma 

equipe realizou a fertilização in vitro e obteve embriões no estádio de 5-8 células, 
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necessitando de maiores estudos acerca da competência do oócito no desenvolvimento 

embrionário (SENBON et al., 2005). 

Nascimentos por xenotransplante foram obtidos a partir de ovários de 

camundongas transplantados em ratas (SNOW et al., 2002). Como limitações, o 

xenotransplante necessita de receptoras imunodeficientes, ambiente em condições 

para sua manutenção, acompanhamento permanente dos animais transplantados, 

instrumental cirúrgico para microcirurgia e equipe especializada para execução do 

transplante. 

Os principais obstáculos relatados para a restauração da fertilidade a partir de 

transplante de córtex ovariano criopreservado são as aderências e risco de isquemia 

até que ocorram neovascularização e reperfusão sanguínea do tecido (LIU et al., 2002). 

No que concerne à responsividade dos tecidos transplantados aos hormônios 

endógenos produzidos pelo animal receptor e sobre como os hormônios exógenos 

atuam em ruminantes, mais informações são necessárias. 

Sabe-se que folículos antrais foram obtidos sem estimulação hormonal quando 

córtices de ovários de saguis (CANDY et al., 1995), elefantas (GUNASENA et al., 1988) 

e de uma espécie de marsupial (WOLVEKAMP et al., 2001) foram transplantados em 

murinos. Já no caso de córtices de ovários humanos xenotransplantados para a 

cápsula renal de camundongas, a utilização de hormônios exógenos como o FSH e 

hCG estimulou o surgimento de folículos antrais (OKTAY et al., 1998; WEISSMAN et 

al., 1999). Partindo-se do princípio que os andrógenos e demais gonadotrofinas 

endógenas de machos poderiam auxiliar o crescimento folicular, camundongos machos, 

foram utilizados como receptores de tecido ovariano de vaca, com crescimento de 

folículos secundários a antrais, sendo estes menos viáveis quando comparados aos já 

normalmente encontrados nas fêmeas (SENBON et al. 2004b, HERNANDEZ-

FONSECA et al., 2005). O uso de gonadotrofinas em xenotransplantes de bovinos 

resultou num crescimento folicular maior quando comparado aos animais não tratados, 

ao passo que o mesmo não foi observado com relação ao crescimento oocitário 

(SENBON et al., 2005). 
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 Quanto à aplicabilidade dos transplantes em ruminantes domésticos, o 

autotransplante ovariano justificar-se-ia em casos de infertilidade adquirida por razões 

extraovarianas em fêmeas de interesse comercial e zootécnico elevado, ou ainda como 

suporte para estudos médicos, conforme argumentado em estudo de GOSDEN et al., 

(1994). Os alotransplantes não apresentam uma aplicação prática em bovinos pela 

possibilidade de rejeição e pouca praticidade na imunossupressão destes animais. O 

risco de rejeição seria reduzido ao utilizar-se a técnica do isotransplante entre clones de 

interesse comercial farmacêutico ou científico em casos de morte inesperada ou 

necessidade de aproveitamento dos ovários. Assim sendo, o xenotransplante 

apresenta-se como uma possibilidade mais concreta de aproveitamento e manutenção 

dos ovários dos ruminantes, desde que seja realizado em receptores imunodeficientes. 

Neste caso, as linhagens de camundongos SCID (SENBON et al., 2003) ou NUDE 

(AERTS et al., 2009) e ratos NUDE (WOLVEKAMP  et al., 2001) podem comportar-se 

como receptores adequados para o estudo. 

Apesar de a sigla MOIFOPA enfatizar a manipulação dos folículos e esta 

denominação ser normalmente associada ao cultivo in vitro de FOPA (FIGUEIREDO et 

al., 2008), a possibilidade de manipulação de folículos pré-antrais e seu isolamento 

(total ou parcial) deve ser aventada como alternativa para o xenotransplante. Nos 

melhores resultados obtidos com doadores bovinos, folículos secundários foram 

parcialmente isolados e cultivados por 6 a 8 semanas sob a cápsula renal de 

camundongas imunodeficientes com posterior fertilização in vitro (SENBON et al., 

2005). Ademais, FOPA foram obtidos a partir de biopsia ovariana associada à técnica 

de punção guiada por ultrassom para o cultivo in vitro (AERTS et al., 2005).  

A maturação in vitro (MIV) é a técnica que, associada com a fertilização in vitro 

(FIV) e o cultivo in vitro (CIV) de embriões, compõe as etapas de produção in vitro (PIV) 

e inicia-se normalmente com a punção dos folículos antrais macroscópicos entre dois e 

seis milímetros de diâmetro (WARD et al., 2000). Considerando-se que o cultivo in vitro 

de FOPA e o xenotransplante venham a produzir mais folículos viáveis, estabelecer-se-

ia então uma conexão entre ambas as técnicas e a PIV, conforme pode ser observado 

na Figura 1. 
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Ademais, a espécie ruminante em que a PIV é mais bem estabelecida e 

difundida é a bovina, sendo o primeiro nascimento obtido na década de 80 (BRACKETT 

et al., 1982); e é em função da espécie bovina que existe o maior número de 

laboratórios com pessoal treinado para a obtenção de oócitos e produção de embriões. 

Além disso, dados da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) 

demonstram que a China, o Brasil e a Coréia estão entre os países que mais 

transferem embriões provenientes da PIV, responsáveis por cerca de 96% do total 

mundial, sendo a maioria deles transferidos a fresco (THIBIER, 2006). 

 

Figura 1. Possíveis destinos de ovários colhidos emergencialmente antes ou logo após 
a morte de doadoras. Estão demonstradas alternativas em desenvolvimento como a 
MOIFOPA e o xenotransplante (setas hachuradas). 
 

 

O fato de o Brasil apresentar-se como país referência mundial na PIV de 

embriões bovinos, sobretudo em gado de corte, associado à possibilidade de melhor 

aproveitamento de gametas oriundos de vacas a partir dos cultivos in vitro e in vivo de 

FOPA seriam possíveis as seguintes aplicações: a) aumento da eficiência reprodutiva 

de vacas e demais animais de interesses zootécnicos, genéticos ou ecológicos; b) 

redução do intervalo entre gerações, com aumento do ganho genético; c) recuperação 

de rebanhos eliminados por problemas sanitários (nos casos em que o patógeno não se 

insere no gameta); d) animais com infertilidade adquirida ou que não sejam mais 

responsivos à superovulação (FIGUEIREDO et al., 2008). Acrescenta-se ainda o 

PRODUÇÃO 
IN VITRO

XENOTRANSPLANTE

MOIFOPA

PUNÇÃO 
FOLICULAR
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aumento no fornecimento de oócitos a partir de um único indivíduo para biotécnicas 

reprodutivas que necessitem de tais gametas em grande número, como a produção in 

vitro e a clonagem, bem como a sobrevida de folículos e manutenção da atividade 

ovariana em situações de emergência. 

Ademais, no Laboratório de Reprodução Animal da FCAV/UNESP/Jaboticabal-

SP, resultados obtidos em dissertação de Mestrado utilizando a técnica de 

autotransplante ovariano em ratas mostraram que a ovariectomia seguida de 

transplante sob a cápsula renal apresenta-se plenamente exequível com sobrevida dos 

modelos experimentais, crescimento de folículos pré-antrais a antrais e manutenção 

destes 30 dias após o transplante (MACEDO, 2007). 

A possibilidade de cultivarem-se FOPA a partir de fetos poderá revelar ainda se 

folículos de animais impúberes apresentam crescimento equivalente aos observados 

em animais púberes, fornecendo assim subsídios em estudos de ganho genético 

(ARENDONK & BIJMA, 2003). Adicionalmente, isto permitirá verificar a hipótese de que 

folículos pré-antrais tornam-se mais responsivos em animais com maior concentração 

sérica de gonadotrofinas e fatores secretados na idade adulta; além de fornecer dados 

sobre a aplicação da MOIFOPA em função da idade.    
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III. HIPÓTESES. 

 

- O cultivo in vitro de fragmentos ovarianos, contendo FOPA, com álcool polivinil (PVA) 

apresenta resultados similares àqueles cultivados com soro fetal bovino (SFB) e 

albumina sérica bovina (BSA). 

 

- Receptoras submetidas à sessões única ou dupla de biopsia de tecido ovariano 

xenotransplantado sob a cápsula renal reagem satisfatoriamente ao procedimento de 

biopsia tecidual. 

 

- FOPA derivados de ovários fetais bovinos se desenvolvem a estádios antrais ao 

serem xenotransplantados sob a cápsula renal de camundongas imunodeficientes. 

 

- A administração de gonadotrofinas exógenas nas camundongas receptoras 

imunodeficientes estimula o desenvolvimento folicular dos tecidos ovarianos 

xenotransplantados, resultando em estruturas com dimensões apropriadas aptas à PIV. 
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IV. OBJETIVOS. 

IV.I. Geral: 

 Avaliar o crescimento e a qualidade dos folículos pré-antrais cultivados in vitro e 

in vivo, bem como, a viabilidade dos oócitos resultantes desse processo para produção 

in vitro (PIV). 

 

IV.II. Específicos: 

- Testar diferentes fontes de macromoléculas para o cultivo in vitro e diferentes 

gonadotrofinas exógenas in vivo visando o melhor desenvolvimento folicular; 

- Desenvolver uma técnica de xenotransplante e verificar a viabilidade do tecido 

ovariano transplantado a partir de fetos bovinos para região subcapsular do rim de 

camundongas imunodeficientes como um método de cultivo folicular in vivo; 

- Desenvolver uma técnica de biopsia tecidual sob a cápsula renal de camundongas 

que permita a sobrevida destas para posteriores avaliações e reduza o número de 

animais experimentais. 

- Avaliar dentre os protocolos de superovulação baseados na fisiologia murina e bovina 

aquele que fornecerá a melhor resposta superovulatória dos tecidos ovarianos 

xenotransplantados; 

- Verificar a percentagem, morfometria e qualidade dos folículos pré-antrais após os 

cultivos in vitro e in vivo propostos. 
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V. MATERIAL E MÉTODOS.  

 Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendações do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) (1988), com aprovação pela Comissão 

de Ética e Bem-Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias, Campus de Jaboticabal – SP, sob parecer de número 024674-06. 

V.I. Fêmeas receptoras e manejo: 

Todos os animais da colônia foram mantidos em estantes (Figura 2a) com mini-

isoladores de pressão positiva a 22º C com fotoperíodo de 14:10 (luz:escuridão), 

alimentados ad libitum com ração autoclavável1, água filtrada e sementes de girassol, 

sendo todos esses itens autoclavados 24 horas antes da oferta aos mesmos. Também 

foram autoclavados semanal e individualmente, os mini-isoladores, contendo a 

maravalha e os bebedouros. Os procedimentos de manutenção (troca do mini-isolador, 

alimento, girassol e água) e manejo geral dos animais foram realizados semanalmente 

em fluxo laminar. Além disso, os animais foram inspecionados diariamente quanto a 

possíveis alterações de comportamento ou saúde. 

Foram utilizadas camundongas imunodeficientes das linhagens C57Bl/SCID 

(n=57), CB-17/SCID (n=8) e BALB/c NUDE (n=05) (Figuras 2b, 2c e 2d, 

respectivamente), todas de primeira geração obtida após cruzamentos realizados no 

biotério do Laboratório de Reprodução Animal da FCAV/UNESP, Campus de 

Jaboticabal-SP. A linhagem C57Bl/SCID foi obtida a partir de matrizes provenientes do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de São Paulo enquanto que as fêmeas 

BALB/c NUDE e CB-17 SCID foram provenientes do Biotério da Fundação Osvaldo 

Cruz – FIOCRUZ (Salvador-Bahia). 

                                                
1 Nuvilab CR-1 Autoclavável, Nuvital, Colombo-PR. 
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Figura 2. Sistema de criação e linhagens de camundongas imunodeficientes utilizadas 
para xenotransplantes de ovários de fetos bovinos: a) Estante com mini-isoladores de 
pressão positiva; Exemplares de camundongas imunodeficientes das linhagens b) 
C57Bl/SCID; c) CB-17/SCID e d) BALB/c NUDE. 

 

V.II. Doadoras dos ovários: 

Utilizaram-se 41 ovários de fetos bovinos com idade gestacional estimada entre 

119 e 249 dias baseando-se no comprimento do animal (cm) desde a nuca até a base 

da cauda. No momento da colheita, os ovários foram lavados com solução fisiológica 

0,9%, inseridos em tubos cônicos estéreis (50 mL), identificados de acordo com o 

tamanho da doadora, e em seguida, transportados em Meio Essencial Mínimo (MEM) 

com antibióticos (100μg/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina). Assim, os 
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ovários foram mantidos resfriados a 4º C até o Laboratório de Reprodução Animal da 

FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal-SP. 

V.III. Processamento do tecido ovariano doador destinado ao transplante: 

Ao chegarem resfriados do matadouro, os ovários foram processados para 

obtenção dos fragmentos a serem posteriormente transplantados. Para tanto, o tecido 

cortical ovariano foi delicadamente manipulado com auxílio de pinças e lâminas de 

bisturi tamanho n˚ 11, obtendo-se de 10 a 15 fragmentos de aproximadamente 1 mm3 

selecionados sob lupa estereoscópica. Em seguida, foram acondicionados em PBS 

enriquecido com 2 % de soro fetal bovino (SFB) e resfriados a 4ºC até o momento do 

transplante, não se excedendo o limite de 8 horas desde a colheita até o transplante. 

V.IV. Protocolo anestésico: 

Primeiramente, todas as camundongas que seriam submetidas aos 

procedimentos cirúrgicos foram individualmente pesadas para o cálculo da dose 

anestésica. O protocolo anestésico utilizou o 2,2,2-tribromoetanol2 a 1,25%, na dose de 

0,1 ml de solução/5g de peso, administrados intraperitonealmente (Figura 3a). A dose 

anestésica foi ajustada individualmente durante o procedimento cirúrgico para 

manutenção do plano anestésico desejado (parâmetros fisiológicos estáveis e 

imobilidade, permitindo a realização da técnica cirúrgica). Em roedores não são 

necessários jejum hídrico ou alimentar prévios ao procedimento cirúrgico. 

V.V. Ovariectomia das receptoras e xenotransplante: 

Todos os procedimentos cirúrgicos realizados durante este experimento 

obedeceram às técnicas básicas de incisão e excisão de tecidos, a saber: manutenção 

da hemostasia, manipulação e cuidados com os tecidos expostos, uso de suturas e 

outros materiais para a restauração da estrutura anatômica e sustentação dos tecidos 

durante a cicatrização (HOLMBERG, 1998). 

                                                
22,2,2-Tribromoethanol 97%, Sigma-Aldrich, São Paulo-SP. 
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Com o intuito de prevenir possíveis interferências da atividade gonadal das 

receptoras sobre o tecido ovariano a ser transplantado, todas as fêmeas foram 

submetidas à ovariectomia bilateral. Para realização deste procedimento, promoveu-se 

anestesia dos modelos experimentais conforme descrito no item anterior. Após a 

tricotomia, realizou-se antissepsia dos campos cirúrgicos com solução alcoólica de iodo 

a 2%, seguida pela colocação de panos de campo estéreis. 

A intervenção cirúrgica foi executada através de incisões sublombares bilaterais 

de aproximadamente 1 cm (Figura 3b), sempre caudal à última costela, com lâmina de 

bisturi n˚11 apoiada em cabo n˚3. Uma vez identificadas, as bolsas ovarianas (bursa 

ovarica) foram dissecadas e o ovário correspondente a cada um dos antímeros 

removido com o auxílio de tesoura e pinça de dissecção. As estruturas remanescentes 

foram cuidadosamente inspecionadas quanto a possíveis hemorragias, e ao observar-

se normalidade, essas eram devolvidas à posição anatômica de origem.  

 Em seguida, foi localizado e exteriorizado o rim esquerdo. Sua cápsula renal foi 

delicadamente aberta com auxílio de uma pinça de íris denteada 10 cm e os fragmentos 

previamente selecionados (n= 3-5) do tecido ovariano da fêmea doadora foram 

inseridos individualmente na região subcapsular utilizando-se a pinça de íris serrilhada 

(Figura 3c). Realizada a inserção dos fragmentos (Figura 3d), foi verificada a ocorrência 

de quaisquer anormalidades tanto no tecido renal quanto no ovariano recém-

implantado, e na ausência dessas, os tecidos foram devolvidos à posição anatômica de 

origem dando sequência aos demais procedimentos. 

Por fim, os tecidos muscular (Figura 3e), subcutâneo e dérmico (Figura 3f) foram 

suturados com fio cirúrgico inabsorvível (monofilamento nylon 6-0 agulhado3). Ao final 

do procedimento descrito, os animais foram acondicionados em mini-isoladores 

aquecidos a 37º C até a completa recuperação do plano anestésico. 

                                                
3 Nylon, Brasuture - São Sebastião de Grama – SP. 
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Figura 3. Procedimentos anestésicos e cirúrgicos para os xenotransplantes ovarianos 
em camundongas imunodeficientes: a) Anestesia sendo administrada por via 
intraperitoneal; b) Incisão sublombar para exteriorização dos órgãos abdominais; c) 
Inserção dos fragmentos no rim esquerdo após sua exteriorização e capsulotomia; d) 
Fragmentos (cinco), de córtex ovariano fetal bovino, inseridos na região subcapsular do 
rim das receptoras imunodeficientes; e) Sutura da camada muscular com fio 
inabsorvível; f) Finalização do procedimento com sutura de pele. 
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V.VI. Processamento do tecido ovariano destinado ao cultivo in vitro: 

 A colheita dos ovários que foram utilizados nesta etapa do experimento seguiu 

os mesmos procedimentos descritos no item V.II. Posteriormente, foram realizados os 

processamentos para obtenção dos fragmentos de tecido ovariano que seriam 

destinados ao cultivo tecidual in vitro. 

Num pré-experimento com seis fetos definiu-se que o tamanho do tecido 

ovariano ideal para a visibilização ao cultivo dos FOPA inseridos no estroma seria de 

0,5 a 1 mm3. Neste sentido, num dos experimentos de cultivo in vitro utilizou-se o 

equipamento “Tissue Chopper”, e no outro, adotou-se o processamento manual com 

bisturi n˚11 para o corte do tecido e obtenção dos fragmentos no tamanho ideal 

predeterminado. 

V.VII. Meios para o cultivo in vitro de tecido ovariano: 

O meio base utilizado neste experimento foi composto por DMEM, com 300 

mOsm/L, pH 7,2, suplementado com antibióticos (100µg/mL de penicilina, 100µg/mL de 

estreptomicina), ITS (insulina, transferrina e selênio, 50 ng/dL), 0,23 mM de piruvato, 2 

mM de glutamina, dAMPc (0,2mmol/L ), 2 mM de hipoxantina, bFSH (100 ng/mL) e IGF-

I (50 ng/mL). Os meios foram substituídos em dias alternados até o fim do experimento. 

Todos os reagentes utilizados foram obtidos do laboratório SIGMA-ALDRICH4. 

Os tecidos foram cultivados em placas de quatro poços contendo 1 mL de meio de 

cultivo adicionado de soro fetal bovino (SFB) a 10%, albumina sérica bovina (BSA) a 

0,1% ou álcool polivinil (PVA) a 1%, cobertas com óleo mineral e mantidas em estufa a 

38,5°C com 5% de CO2 em presença de ar. 

 

                                                
4 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA. 
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V.VIII. Processamento histológico: 
 
Os tecidos colhidos durante os experimentos foram fixados em solução de Bouin 

durante 24horas, lavados em álcool 70% para remoção do excesso de fixador e 

posteriormente incluídos individualmente em ágar de eletroforese a 2,5%, já que estes 

possuíam tamanho muito reduzido e poderiam ser perdidos durante o processamento 

histológico de rotina. No sentido de facilitar a localização do tecido nas etapas 

seguintes deste processamento histológico, as combinações ágar-tecido foram pré-

coradas com hematoxilina. Os blocos ágar-tecido foram então desidratados, 

diafanizados, incluídos em histosec®, e seccionados de forma seriada à espessura de 5 

μm para posterior coloração com hematoxilina–eosina (HE) e tricrômico de Masson 

(TM). 

V.IX. Classificação dos folículos e avaliação do tecido ovariano: 

Para análise dos folículos, estes foram classificados de acordo com o tipo e o 

número de camadas de células da granulosa que circundam o oócito. Sendo os 

primordiais os que continham um oócito circundado por uma camada parcial ou 

completa de células pavimentosas da pré-granulosa. Folículos intermediários ou de 

transição, contendo uma camada de células da granulosa, tanto pavimentosas quanto 

cúbicas. Os primários com uma camada simples de células da granulosa cúbicas. 

Folículos secundários, sendo assim classificados, quando possuíam duas ou mais 

camadas de células da granulosa cúbicas sem antro visível e, por fim, folículos antrais 

aqueles com uma, ou mais, pequenas áreas de fluido folicular (antro). 

Para evitar duplicidade na contagem das distintas categorias de folículos 

observados, a avaliação das lâminas foi realizada num intervalo mínimo de 50 μm. O 

tecido ovariano foi avaliado quanto à integridade do seu parênquima, qualidade e 

classificação dos folículos ovarianos em pré-antrais (categorias) e antrais, bem como 

vascularização e agregação das células do mesênquima.  
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V.X. Produção in vitro de embriões (PIV): 

Os procedimentos de PIV foram baseados nos protocolos de rotina do 

Laboratório de Reprodução Animal da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. 

Para maturação in vitro, os complexos cumulus oophorus (COCs) selecionados 

foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 constituído por meio TCM-1995, 

suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de bicarbonato de 

sódio, 16,67μg/μL de sulfato de amicacina6 e outra, em meio de maturação B-199 

constituído por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de 

bicarbonato de sódio, 83,4μg/μL de sulfato de amicacina, 1 μg/mL de estradiol, 1,0 

μg/mL de FSH7, 50μg/mL de hCG8 acrescido de 10% de SFB9. As estruturas obtidas de 

cada receptora foram transferidas para microgotas de 100 μL. Os COCs foram 

maturados durante 24 horas em estufa a 38,5°C, com umidade saturada e atmosfera de 

5% de CO2 em ar. 

A fertilização foi realizada 24h após o início do cultivo de maturação. Uma 

palheta de sêmen foi descongelada à temperatura de 35ºC por 30 segundos. A 

concentração e motilidade espermática foram avaliadas com ajuste final da 

concentração para 25x106 espermatozóides vivos por mililitro de meio de fertilização 

TALP-FIV suplementado com 6mg/mL de BSA, 30μg/mL heparina, 18μM penicilamina, 

10μM hipotaurina, 1,8μM epinefrina, 0,2mM de piruvato de sódio e 83,4μg/mL de 

amicacina. Aproximadamente 100x103 espermatozóides foram adicionados a cada gota 

de 100μL de meio TALP-FIV designado aos COCs. Os oócitos foram lavados duas 

vezes em meio H-199, suplementado com 0,5% de BSA livre de ácidos graxos e, uma 

vez em meio TALP-FIV, seguindo-se com o acondicionamento individual por receptora 

para a gota de FIV, incubados a 38,5ºC, por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2 

em ar com umidade saturada. 

                                                
5Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA. 
6 Instituto Biochimico, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 
7Folltropin™, Bioniche  Animal Health, Belleville, Ont, EUA. 
8Profasi™, Serono, São Paulo, SP, Brasil. 
9Cripion, Andradina, SP, Brasil. 
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Para o desenvolvimento dos embriões, os prováveis zigotos foram lavados por 

três vezes em meio SOF (meio sintético de fluido de oviduto) sem SFB ou glicose, 

transferidos para microgotas contendo 200�L do mesmo meio utilizado para lavagem 

dos zigotos após a fertilização. Os oócitos colhidos foram cultivados em 1 poço por 

animal, mantidos em estufa a 38,5°C, em atmosfera de 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de 

N2, com umidade saturada. A clivagem foi avaliada 33 horas após a fertilização. 

V.XI. Análise dos resultados: 

Para comparação entre as médias de diâmetro ao longo dos dias de cultivo e 

para comparação entre o dia inicial e final dentro e entre tratamentos dos folículos foi 

feita a Análise de Variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey (p<0,05). As percentagens entre as categorias de folículos ovarianos em função 

dos dias de avaliação ou tratamento proposto foram avaliadas por qui-quadrado 

(p<0,05). A correlação entre o tempo necessário para o transplante e o seu efeito sobre 

a percentagem de FOPA saudáveis, assim como, a resposta à superovulação em 

função do tempo de transplante (dias) foram avaliadas pela correlação linear de 

Pearson (p<0,05).  

 

Nota de esclarecimento: 
Os materiais utilizados e a metodologia descrita até este momento serviram de 

base para idealização das quatro investigações descritas pelo desenho experimental a 

seguir. 
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V.XII. Desenho experimental: 

Experimento 1 - Efeito da suplementação dos meios de cultivo in vitro com 
macromoléculas sobre fragmentos de tecido ovariano contendo FOPA. 

Objetivou-se estudar neste experimento o efeito da suplementação dos meios de 

cultivos com macromoléculas sobre tecido ovariano contendo FOPA. Para tanto, 12 

fragmentos ovarianos, por ovário colhido, medindo aproximadamente 0,5 mm3, obtidos 

após utilização do equipamento “Tissue Chopper”, foram previamente analisados em 

microscópio invertido (100x) para a constatação da presença de FOPA e fotografados 

pelo software AxioVision 4.7.1 (Zeiss). Aleatoriamente selecionou-se um dos 

fragmentos para fixação e posterior análise histológica, constituindo assim a amostra 

controle; os outros doze foram subdivididos em três tratamentos com quatro momentos 

de observação cada e conduzidos ao cultivo individual em placas de quatro poços 

contendo 1 mL de meio de cultivo adicionado de soro fetal bovino (SFB) a 10%, 

albumina sérica bovina (BSA) a 1% ou álcool polivinil (PVA) a 0,1%; sendo esses 

cobertos com óleo mineral e mantidos em estufa a 38,5°C com 5% de CO2 em 

presença de ar. Os meios foram substituídos em dias alternados até o 8˚ dia de cultivo, 

ocasião em que os fragmentos foram analisados após a remoção de um fragmento por 

tratamento. 

Após a classificação qualitativa dos folículos em morfologicamente normais ou 

degenerados tipos I ou II, sob microscopia de inversão (FIGUEIREDO et al., 1994), 

procedeu-se o registro fotográfico no dia inicial de cultivo (dia zero) utilizando-se para 

isto os tecidos que seriam cultivados até o último dia (dia 8), e das amostras de tecidos 

no momento de suas retiradas aos dois, quatro, seis e oito dias de cultivo (Figura 4). 

Seguindo-se este delineamento os tecidos contendo folículos foram retirados dos 

cultivos, fotografados e encaminhados para processamento histológico. A posterior 

morfometria dos folículos visibilizados e classificados como morfologicamente normais 

foi realizada por amostragem com o software AxioVision 4.7.1.   

 

 



24 

 
 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do experimento 1. 

 

Experimento 2 – Viabilidade de FOPA inseridos em tecidos ovarianos cultivados 
in vitro com diferentes fontes de macromoléculas: coloração pelo azul de tripan. 

Objetivou-se estudar a coloração pelo azul de tripan como método auxiliar na 

classificação morfológica dos FOPA, mesmo quando inseridos no tecido ovariano, em 

normais ou degenerados após cultivo in vitro com diferentes fontes de macromoléculas. 

Foram obtidos nove fragmentos ovarianos a partir de cada ovário (total de oito ovários 

colhidos) medindo aproximadamente 0,5 mm3, após processamento manual e utilização 

de lâmina de bisturi n˚11. Posteriormente, estes fragmentos foram subdivididos 

aleatoriamente em três grupos de tratamentos em função da macromolécula inserida no 
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cultivo (BSA 0,1%, SFB 10% ou PVA 1%), distinguindo-se assim, do experimento 

anterior por serem avaliados após 1, 4 e 8 dias de cultivo (Figura 5) com o corante vital 

azul de tripan a 0,5% por 20 minutos. A viabilidade dos folículos foi comparada em 

função dos tratamentos com BSA, SFB e PVA dentro dos seus dias de cultivo. A 

posterior morfometria dos folículos visibilizados e classificados como morfologicamente 

normais foi realizada por amostragem com o software AxioVision 4.7.1. 

 

 

 

Figura 5. Representação esquemática do experimento 2. 
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Experimento 3 - Efeito do tempo de transplante sobre a percentagem e qualidade 
de FOPA inseridos em fragmentos de tecido ovariano e xenotransplantados para 
a região subcapsular do rim em camundongas com imunodeficiência 
severamente combinada (SCID). 

 Objetivou-se avaliar como o fator tempo pode influenciar a categoria e a 

qualidade dos folículos ovarianos contidos no tecido ovariano xenotransplantado para a 

região subcapsular do rim de camundongas severamente imunodeficientes. Após 

determinar este objetivo, subdividiram-se em três grupos, os animais que foram 

transplantados conforme metodologia descrita neste material e métodos (subitens V.II, 

V.III, V.IV e V.V). No grupo A (n=11) os animais foram submetidos a 1 (um) 

procedimento de biopsia 30 dias após o transplante; no grupo B (n=07) os animais 

foram submetidos ao mesmo procedimento 60 dias após o transplante; e por fim, o 

grupo C (n=05) que foi composto por animais submetidos a 2 (dois) procedimentos de 

biopsia, um realizado aos 30, e outro aos 60 dias pós-transplante.  

A biopsia foi iniciada pela anestesia dos animais (conforme descrito no subitem 

V.IV.), seguida pelos procedimentos de tricotomia e antissepsia idênticos àqueles 

realizados durante as cirurgias (subitem V.V.). Procedeu-se uma incisão na região 

sublombar esquerda, numa extensão tal, que permitisse a exteriorização segura do rim 

esquerdo. Em seguida, os tecidos ovarianos transplantados foram identificados e 

aleatoriamente, selecionou-se um para colheita pela técnica de biopsia que 

preconizava, quando necessário, o uso de um “punch” dermatológico (2 mm diâmetro) 

para delimitação do tecido a ser colhido. A remoção deste foi realizada após incisão da 

cápsula renal e destacamento entre o tecido ovariano pré-selecionado e o renal com 

auxílio de lâmina de bisturi n˚11. O referido fragmento foi então apreendido 

cuidadosamente por uma pinça de relojoeiro 10 cm, a fim de evitar danos estruturais. O 

fragmento foi então dividido e acondicionado em frascos identificados para 

processamento histológico de rotina e microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

Após a colheita do fragmento, o tecido renal foi irrigado com solução fisiológica 

0,9% estéril para remoção de restos teciduais indesejáveis e eventuais microcoágulos 
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de sangue que pudessem induzir a formação de aderências entre os tecidos 

manipulados e aqueles circunjacentes, dificultando assim, a execução de 

procedimentos cirúrgicos posteriores no grupo em que estes fossem necessários, ou 

ainda causando qualquer sensação de desconforto ou dor aos animais. Realizados 

estes procedimentos, procederam-se as suturas dos planos cirúrgicos incididos. 

 

Experimento 4 – Efeito da estimulação hormonal do tecido ovariano fetal bovino 
xenotransplantado para a região subcapsular do rim de camundongas 
imunodeficientes (SCID e NUDE). 
  

Objetivou-se com este experimento avaliar após estímulo hormonal a resposta 

do tecido ovariano fetal bovino xenotransplantado para a região subcapsular do rim de 

animais imunodeficientes das linhagens SCID e NUDE. Foram utilizados fragmentos de 

tecidos ovarianos obtidos conforme descrição dos subitens V.II., V.III., V.IV e V.V. deste 

material e métodos. Os fragmentos mediam aproximadamente 1 mm3  e foram inseridos 

individualmente em número de 3 a 5, sob a cápsula renal das camundongas das 

linhagens C57Bl/SCID (n=23) , CB17/SCID (n=08) e BALB/c NUDE (n=05). Um dos 

fragmentos foi selecionado aleatoriamente e encaminhado para processamento 

histológico, constituindo a amostra controle. Decorrido um tempo mínimo de 32 dias de 

transplante, as receptoras foram submetidas à avaliação indireta da atividade hormonal 

por meio de lavado da cavidade vaginal e posteriormente dividida em dois grupos que 

receberam um tratamento à base de r-hFSH10 (10 UI; n=14) e o outro com dose única 

de 10UI de eCG11 (n=22). A distribuição das camundongas nestes grupos (Figura 6) 

obedeceu principalmente ao critério da doadora do ovário e aquelas que não possuíam 

outra doadora em comum foram distribuídas de acordo com o tempo de transplante e 

linhagem. Após os tratamentos propostos, as receptoras foram eutanasiadas por 

deslocamento cervical e os tecidos ovarianos que continham folículos antrais foram 

dissecados e rompidos para a colheita e avaliação dos oócitos destinados à produção 

                                                
10 Gonal-F, Merck Serono SA, USA. 
11 Novormon 5.000UI, Intervet Schering-Plough Animal Health, Cruzeiro-SP. 



28 
 

 
 

in vitro (PIV) de embriões (subitem V.X.). Os tecidos que não possuíam folículos antrais 

visíveis foram colhidos e encaminhados para processamento histológico. 

 

 

Figura 6. Representação esquemática do experimento 4. 
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VI. RESULTADOS E DISCUSSÃO. 

O presente trabalho envolveu estudos sobre duas técnicas consideradas 

promissoras para o aproveitamento do tecido ovariano, técnicas essas cujas aplicações 

normalmente estão restritas às etapas tradicionais de produção in vitro de embriões. 

Nos primeiros experimentos de cultivo in vitro, abordou-se o uso de macromoléculas e a 

opção por meios quimicamente definidos com o intuito de melhor definir as 

necessidades foliculares e verificar a real necessidade do uso de meios à base de 

proteína animal, num segundo momento, buscou-se com o cultivo in vivo por 

xenotransplante estabelecer o quanto a comunicação entre duas espécies 

filogeneticamente distintas e com diferenças na maturidade sexual podem ser eficazes 

no desenvolvimento de FOPA oriundos de ovários fetais. 

Os experimentos de cultivo in vitro propostos foram divididos em dois momentos. 

No primeiro experimento, um total de 1291 mensurações de FOPA foram realizadas ao 

longo do experimento 1. Essas mensurações ocorreram a partir de 12 ovários fetais, 

cujos resultados estão apresentados na Figura 7. 

À exceção do menor diâmetro dos FOPA cultivados em PVA no segundo dia de cultivo e 

do maior diâmetro dos FOPA cultivados com SFB no dia 6, os demais dias não apresentaram 

diferença estatística quanto a este parâmetro entre os tratamentos propostos. Não foi verificado 

crescimento folicular e estes resultados podem ser atribuídos ao fato de os fragmentos de 

tecido ovariano utilizados estarem mais próximos ao córtex contendo com isso um maior 

número de folículos primordiais (BEZERRA et al., 1998) que foi posteriormente confirmada pela 

avaliação histológica realizada durante esse experimento. 

Foi realizado ainda um acompanhamento dos mesmos FOPA a partir do mesmo 

tecido no dia zero e oito de cultivo, os resultados dos diâmetros médios foram de 

47,6µm + 12,1 µm (n=110) contra 47,7µm + 11,5µm (n=94) no cultivo com BSA, de 44,6 

+ 11,6 (n=114) para 43,5 + 14,6 (n=86) no cultivo com SFB e de  44,6 + 11,0     (n=124) 
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Figura 7. Diâmetros médios de FOPA cultivados em diferentes meios durante oito dias. 
O asterisco (*) indica diferença estatística (p<0,05), teste de Tukey. 

 

para 46,4 + 11,3 (n=106) no cultivo com PVA. Tais achados demonstraram não haver 

distinção entre os diâmetros médios dos FOPA saudáveis observados à microscopia de 

inversão nos cultivos com BSA, SFB e PVA (Figuras 7 e 8). Dessa forma, fica 

constatado que o tipo de macromolécula utilizada durante os tratamentos não 

influenciou sobre o diâmetro médio dos FOPA ao longo de oito dias de cultivo. Embora 

a degeneração de folículos morfologicamente normais já tenha sido relatada em 

cultivos foliculares (HULSHOF et al., 1995) e também seja observada no presente 

experimento, nestes mesmos tecidos avaliados antes e após o cultivo para controle, 

observou-se uma variação na viabilidade de 75,4% (SFB) a 85,5% e 85,4% para os 

FOPA avaliados após cultivo em BSA e PVA, respectivamente.  
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Figura 8: Tecidos ovarianos cultivados em diferentes fontes de macromoléculas. a) 
Cultivo em BSA 0,1% e observado aos 2 dias; b) Cultivo em BSA 0,1% e observado aos 
8 dias; c) Cultivo em SFB 10% e observado aos 2 dias; d) Cultivo em SFB 10% e 
observado aos 8 dias; e) Cultivo em PVA 1% e observado aos 2 dias; f) Cultivo em PVA 
1% e observado aos 8 dias.  
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O uso do soro fetal bovino é importante por fornecer fatores hormonais para o 

crescimento celular e suas funções. Em 3/12 (25%) dos tecidos cultivados com soro 

fetal bovino foram observadas adesão à placa de cultivo a partir do sexto dia.  Sabe-se 

que o papel mais importante do soro está na promoção de adesão e expansão de uma 

linhagem através de fatores como o colágeno, fibronectina, dentre outros (BASTOS  et 

al., 2007). 

Em todos os tratamentos, foram observados FOPA totalmente inclusos no 

estroma ovariano e projetando-se deste mesênquima, isso ocorre devido ao fato do 

corte ao “Tissue Chopper” agir inespecificamente em regiões do córtex em que podem 

ou não haver FOPA, provocando inclusive o isolamento de alguns destes. Os FOPA 

assim projetados mantiveram-se com estrutura arredondada à microscopia de inversão 

com graus variáveis de degeneração. 

Assim como no experimento 1, no experimento 2, o meio de base utilizado no 

cultivo foi proposto por HUANMIN & YONG (2000) que obtiveram crescimento folicular a 

partir de FOPA iniciais e folículos antrais a partir de experimentos com soro fetal bovino. 

Podem ser observados o efeito dos meios BSA, SFB e PVA sobre o diâmetro (Figura 9) 

e a percentagem (1) dos FOPA após 1, 4 e 8 dias de cultivo. 

O BSA é uma molécula de pequeno tamanho, amplamente observada no soro de 

diversos animais que, quando purificada deste, apresenta baixa ação antigênica ao ser 

aplicada a outras espécies (TRIGATTI & GERBER, 1995). Em cultivos de FOPA, o BSA 

foi inicialmente utilizado por HULSHOF et al., (1995) em substituição ao SFB e com isso 

foi verificado que tal macromolécula poderia ser adotada com sucesso no cultivo 

folicular. Assim como nos resultados obtidos nos cultivos de FOPA com BSA in situ, 

neste experimento observou-se que os FOPA cultivados com BSA não tiveram 

alteração nos seus diâmetros médios.  

A utilização de FSH em meios de cultivo também tem sido responsabilizada pelo 

crescimento de FOPA de pequenos diâmetros quando isolados (SAHA et al., 2000) e 

quando em combinação com o EGF em tecidos cultivados tendo o BSA como fonte de 

macromolécula (ANDRADE et al., 2005), entretanto, o uso de FSH pode tornar-se 

restrito ao tamanho e sensibilização dos receptores para estes hormônios, 
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principalmente em folículos pré-antrais, pois o crescimento folicular inicial é multifásico 

(FORTUNE, 2003) 

 

 

 
Figura 9: Diâmetros médios (µm) dos folículos ovarianos normais observados ao cultivo 
in vitro por 1, 4 e 8 dias. 

 

 

 

Ainda neste experimento, foi utilizado o azul de tripan (0,5%) para avaliar os 

FOPA inclusos em tecido ovariano. Este corante foi utilizado anteriormente para 

demonstrar a viabilidade oocitária (ABD-ALLAH, 2009) e de FOPA isolados 

(SCHOTANUS et al., 1997, TAMILMANI et al., 2005, CELESTINO et al., 2008). O teste 

de exclusão pelo azul de tripan é baseado na integridade da membrana plasmática, 

sendo um método rápido para avaliação de qualidade e viabilidade de folículos. Optou-

se pelo seu uso também pelo seu baixo custo e rapidez de execução dos 

procedimentos inerentes à técnica, associados ainda à confiabilidade dos seus 

resultados. 
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Nossos achados demonstraram que folículos pré-antrais normais e degenerados 

in situ podem ser observados e avaliados pela coloração do azul de tripan, contudo este 

corante foi considerado mais efetivo quando os FOPA projetavam-se do estroma ou 

estavam mais periféricos (Figura 10). 

 

 
Figura 10: Folículos pré-antrais in situ antes e após a coloração pelo azul de 
tripan (0,5%) (a,b); Folículos pré-antrais normais (seta branca) e degenerados 
(seta preta) após 4 dias de cultivo em BSA 0,1%. 

 

 



35 
 

 
 

Tabela 1: Percentagem e número (entre parênteses) de folículos viáveis avaliados pelo 

azul de tripan e observados ao cultivo in vitro com diferentes macromoléculas e dias de 

cultivo. 

Período 
Tratamento 

BSA SFB PVA 

Dia 1 
80,3a  

(57) 

73,5a,b 

(61) 

67,1b 

(49) 

Dia 4 
70,7a,b 

(53) 

72,4a 

(63) 

57,8b 

(37) 

Dia 8 
75,3a 

(58) 

65,0a 

(39) 

70,8a 

(63) 

Letras diferentes na mesma linha (p<0,05), não houve diferença entre colunas. 

No caso específico do cultivo de FOPA com PVA no presente estudo, a 

viabilidade dos folículos cultivados na presença dessa macromolécula foi semelhante a 

dos folículos cultivados em BSA no oitavo dia de cultivo. Em outro estudo com folículos 

isolados, o PVA foi utilizado em substituição à albumina sérica bovina (BSA) e ao soro 

fetal bovino (SFB) em FOPA isolados de fetos bovinos (COSTA et al., 2001). Uma das 

moléculas presentes no meio que podem contribuir com a manutenção da viabilidade 

dos FOPA foi o selenito de sódio. Estudo recente demonstrou que a utilização de 

selenito de sódio aumenta a capacidade antioxidante no cultivo in vitro de FOPA recém 

coletados ou após a criopreservação aumentando a taxa de sobrevivência folicular in 

vitro (ABEDELAHI et al., 2010) 

No tocante à avaliação histológica os primeiros resultados mostraram uma 

resposta tecidual variável em função do indivíduo doador do ovário, com a maioria dos 

folículos com células cúbicas e tamanho compatível com folículos primordiais. Este 

resultado é corroborado com achados da literatura que relatam uma massiva ativação 

de folículos primordiais quando isolados do tecido ovariano (AERTS et al., 2009). Foi 

relatado que FOPA de origem fetal cultivados em laboratório, não apenas mantêm a 

integridade morfológica como também se desenvolvem para estádios subsequentes de 

crescimento dentro de um curto período de cultivo tecidual (TAN & ZHENG, 2000). 
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Essas observações são resultados da presença de fatores inibidores no feto ou no 

tecido ovariano fetal, que podem ter sido removidas quando os folículos foram 

cultivados in vitro (LAN et al., 2008). Além disso, observações demonstradas adiante 

durante o trabalho com folículos primordiais xenotransplantados corroboraram essa 

hipótese. Foram observados ainda desagregação das células da granulosa e sinais de 

degeneração oocitária em FOPA, independente do dia de cultivo e tratamento proposto. 

 Os resultados obtidos pelos procedimentos da técnica de xenotransplante 

mostraram que apenas oito receptoras de um total de 65 transplantados vieram a óbito 

por decorrência da técnica. As causas observadas dos óbitos foram reação à anestesia 

(05 animais) e hipotermia (03 animais), isto, considerando-se que dois animais foram 

remanejados para outros procedimentos e outros cinco foram aproveitados em dois dos 

experimentos relatados (biopsia com 30 e 60 dias e estimulação hormonal) sem 

prejuízos. 

Em anexo encontra-se um quadro (anexo 1) com informações a respeito do 

número de animais submetidos aos experimentos de biopsia e eventuais óbitos para 

cada um dos grupos. 

Os resultados mostraram que os animais submetidos ao xenotransplante 

apresentaram boa sedação, sendo, contudo, necessários repiques anestésicos que 

variaram conforme o indivíduo e linhagem. Na maioria dos casos a sedação foi 

considerada boa e apenas em seis animais a sedação foi regular. A principal dificuldade 

encontrada foi o ajuste da dose anestésica em função da linhagem, que foi solucionado 

com a apresentação do tribromoetanol diluído a 1,25% e aplicado com o dobro de 

volume para o ajuste da dose de 0,25 mg/g de peso, permanecendo assim com a 

mesma concentração final e proporcionando maior segurança nos procedimentos 

anestésicos. A partir desse ajuste na diluição do anestésico, não foram observadas 

intercorrências com os animais durante o ato cirúrgico. Também, não foi observada 

relação entre o peso do animal e a necessidade de repique anestésico. Todos 

sobreviveram ao procedimento de transplante e retornaram da anestesia com o 

tribromoetanol em menos de 30 minutos depois de terminado o procedimento. 
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O tempo médio (+ desvio padrão) de transplante foi de 48+17 minutos e a 

variação encontrada pode ser explicada pela habilidade adquirida ao longo dos 

procedimentos e condições próprias dos indivíduos durante a sedação, em 5/65 (7,7%) 

das fêmeas foi observada excitação no momento que antecedeu às cirurgias. 

Os instrumentais utilizados mostraram-se adequados para a execução dos 

procedimentos de ovariectomia e xenotransplante. A inserção do tecido ovariano na 

região subcapsular do rim exigiu uma maior precisão dos movimentos; principalmente 

no sentido de preservar e evitar maiores danos à cápsula na curvatura da borda lateral 

do rim. Para que não houvesse o rompimento acidental dessa estrutura, uma atenção 

diferenciada foi necessária durante esta fase do procedimento, além de um constante 

umedecimento com solução salina fisiológica 0,9% para evitar seu ressecamento. 

Durante o procedimento de biopsia, as receptoras apresentaram pequeno 

sangramento subcapsular que foi prontamente controlado pela hemostasia de 

compressão local com auxílio de gazes estéreis. Além desse fato relatado, não houve 

intercorrência durante o procedimento preconizado. 

Os tecidos transplantados (Figura 11a) e colhidos por biopsia (Figura 11b) 

apresentaram dimensões adequadas para a avaliação e estavam na sua maioria 

íntegros, em alguns casos com evidência de tecido renal circunvizinho. A 

vascularização foi observada e a presença dos FOPA no tecido colhido confirmada 

(Figuras 11c, 11d). O procedimento de biopsia foi considerado satisfatório à medida que 

garantiu a colheita das amostras com tamanho aproximado de 1 mm3 de 33 receptoras 

por uma vez e de outras 06 em dois procedimentos sucessivos. 

Os resultados com relação ao experimento de biópsia aos 30 dias após o 

xenotransplante apresentaram 13 indivíduos (59%) com indícios macroscópicos de 

manutenção ou crescimento tissular (Figura 11a), em duas receptoras foram 

observados folículos antrais com aproximadamente 3 mm de diâmetro (Figura 12a) 

puncionados durante o procedimento e em outros nove indivíduos (41%) não houve 

implantação satisfatória do tecido transplantado. Considerando que dos 13 animais com 

tecidos encaminhados para a avaliação histológica, 11 provinham de doadores 



38 
 

 
 

diferentes, os outros dois indivíduos que tinham doadores em comum foram eliminados 

desta avaliação para evitar tendências na percentagem média.  

Os animais SCID possuem uma mutação no cromossomo 16 que é responsável 

pela agamaglobulinemia severa e ausência de linfócitos B e T, que os torna tolerantes 

aos transplantes (GOSDEN et al., 1994; OKTAY et al., 1998) enquanto as 

camundongas NUDE são homozigotas recessivos para o gene autossômico NUDE e 

desenvolvem anormalmente o timo tornanda-o deficiente para a diferenciação de 

linfócito T  (SHULTZ et al., 1995). 

Apesar destas características, o desenvolvimento da técnica de biopsia tecidual 

justificou-se pela redução do número de animais, situação esta, desejada e 

recomendada por conselhos e entidades relacionadas à experimentação animal 

(PIMENTA & SILVA, 2001). Além disso, esta técnica pode vir a ser útil quando a 

intenção do estudo for acompanhar a evolução dos transplantes num mesmo receptor 

ao longo de períodos pré-determinados. 

As observações histológicas e de microscopia eletrônica de varredura permitiram 

que fossem avaliados: a integridade dos tecidos envolvidos (Figura 12b) (córtex renal 

das camundongas e tecido ovariano de fetos bovinos), manutenção e percentagem dos 

folículos ovarianos transplantados em relação ao tecido original (amostra controle) e a 

neovascularização do tecido transplantado e sua distribuição vascular ao longo do 

córtex renal (Figuras 11e, 11f).  

A percentagem (média + erro padrão) dos folículos observados nas lâminas 

histológicas pode ser observada na tabela 2. Nela, pode ser observada a diferença na 

percentagem de folículos primordiais observados entre a doadora (amostra controle) e o 

tecido transplantado dos animais submetidos à biopsia aos 30 dias pós-transplante, 

apresentando um desvio populacional que nos permitir inferir que houve crescimento 

folicular. Embora não tenha havido diferença na percentagem média dos folículos de 

transição observados entre a doadora e 30 dias após o transplante, a percentagem 

apresentada de folículos primários corrobora com a possibilidade de transposição dos 

folículos que estavam como transição na doadora e que tenham tornado-se primários 

no tecido transplantado.  
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Os indícios de crescimento folicular até o estádio antral observados 

macroscopicamente no momento da biopsia foram confirmados com a observação de 

folículos secundários e antrais aos 30 dias (três indivíduos) (Figuras 12a, 12b). A 

percentagem de folículos primordiais diminuiu consideravelmente após o período de 

transplante. De um modo geral, os folículos primordiais encontravam-se em pequena 

quantidade e percentagem nos tecidos observados após 30 dias.  

A avaliação dos tecidos ovarianos também foi realizada após 60 dias de 

transplante (tabela 3). Assim como no experimento de 30 dias, não foi verificada 

diferença entre as percentagens de folículos de transição normais e degenerados 

quando se comparou o tecido da doadora e o colhido por biopsia aos 60 dias pós-

transplante. A percentagem de folículos primários também se mostrou diferente em 

relação aos 60 dias pós-transplante, com folículos secundários e antrais presentes após 

este período, resultados de três e duas receptoras que os apresentaram, 

respectivamente. 

Partindo-se das informações das biopsias isoladas e da hipótese de que as 

percentagens de FOPA não seriam alteradas em animais submetidos a duas biópsias 

sucessivas, um terceiro experimento foi realizado com o objetivo de verificar a resposta 

tecidual após 30 e 60 dias de transplante numa mesma receptora. No caso deste 

experimento, 07 fêmeas foram submetidas ao xenotransplante, sendo constatado um 

óbito por razões desconhecidas ao longo do período experimental (23 dias pós-

transplante) e um animal não respondeu ao transplante tecidual, restando desse modo, 

cinco animais que demonstraram implantação do tecido transplantado e foram 

submetidos à colheita por biopsia aos 30 e 60 dias.  
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Figura 11. Obtenção e análise de fragmentos de tecido ovariano: a) Macroscopia do 

tecido ovariano após 30 dias de transplante; b) Biopsia do tecido ovariano com auxílio 

de um “punch” 2mm; c) Fotomicrografia de tecido ovarianos colhido por biopsia: 

circunscrito contendo FOPA; d) folículos primordiais, de transição e primários (TM, 40x); 

e) Neoformação vascular (ponta de seta) (HE, 400x); f) Folículos primordiais em tecido 

transplantado observados à microscopia eletrônica de varredura; notar forma esférica 

com revestimento pavimentoso e distribuição vascular (ponta de seta; 1500x). 
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Figura 12. Relação tecidual entre tecidos doador e receptor: a) Folículo antral de 
aproximadamente 3 mm observado aos 30 dias pós-transplante; b) Visão geral 
da relação tecidual obtida entre tecido doador (ovário) e receptor (rim) a partir 
dos 30 dias (TM, 40x). 
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Tabela 2: Comparação entre a percentagem média e erro-padrão de folículos (normais 

e degenerados) no tecido ovariano de fetos bovinos doadoras (Controle) e após 30 dias 

de xenotransplante (n=11) (FCAV, Campus de Jaboticabal-UNESP / 2010). 

 

Folículo 

Primordial  Transição Primário  Secundário  Antral 

Normal 
Controle 27,1±5,8a 33,5±5,2 10,7±3,7a 0,05±0,05 0,02±0,02 

30 dias 4,6±2,0b 37,9±6,9 43,3±5,0b 2,4±2,0 1,0±0,8 

Degenerado 
Controle 16,5±5,2ª 8,3±1,6 3,7±2,3 0,0±0,0 0,0±0,0 

30 dias 0,68±0,4b 15,3±6,2 8,2±2,5 0,6±0,3 0,0±0,0 

Letras diferentes entre doadoras e receptoras (p<0,05) 

 
 

 

Tabela 3: Comparação entre a percentagem média e erro-padrão de folículos (normais 

e degenerados) no tecido ovariano de fetos bovinos doadoras (Controle) e colhidos por 

biopsia após 60 dias de xenotransplante (n=07) (FCAV, Campus de Jaboticabal-UNESP 

/ 2010).  

 
Folículo 

Primordial  Transição Primário  Secundário  Antral 

Normal 
Controle 24,0±4,5a 39,1±7,7 5,6±2,0a 0,0±0,0 0,0±0,0 

60 dias 2,6±1,5b 27,1±5,2 33,7±6,1b 4,6±3,7 0,2±0,2 

Degenerado 
Controle 22,0±7,4a 8,5±1,7 0,9±0,3 0,0±0,0 0,0±0,0 

60 dias 2,3±1,5b 14,2±5,6 9,7±4,1 5,6±4,5 0,0±0,0 

Letras diferentes entre doadoras e receptoras (p<0,05) 
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Os resultados apresentados na tabela 4 demonstraram padrão de distribuição 

folicular (Figuras 13a, 13b) similar aos apresentados nas biopsias isoladas (30 ou 60 

dias) e este fato indica que o procedimento de biopsia tecidual sob a cápsula renal não 

interferiu na percentagem dos folículos e na sobrevida das receptoras após os 

procedimentos, havendo inclusive, receptoras que sobreviveram por até 138 dias após 

o último procedimento. 

A ativação de folículos primordiais com o subseqüente crescimento até os 

estádios antrais iniciais (3-6 mm) foi observada em diferentes espécies após o 

xenotransplante de tecido ovariano oriundos de gatas (GOSDEN et al., 1994), ovelhas  

(GOSDEN et al., 1994) vacas (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2001), elefantas 

(GUNASENA et at., 1998) macacas (CANDY  et al., 1995) e marsupiais (WOLVEKAMP  

et al., 2001). Associados às informações destes autores, os achados deste experimento 

demonstram que os mecanismos que envolvem a ativação folicular e o crescimento pré-

antral para o estádio antral não é espécie-dependente e que também não dependem da 

idade do doador do ovário, conforme demonstrado com doadoras novilhas 

(HERNANDEZ-FONSECA et al., 2005) e neste experimento com tecidos ovarianos 

oriundos de fetos bovinos. Tal crescimento parece ser regulado por condições 

hormonais próprias das camundongas receptoras, fato ainda observado em suínos 

(KIKUCHI et al., 2006) e fetos humanos (LAN et al., 2008). Ressalte-se ainda, a 

importância de fatores existentes no próprio rim das camundongas que, a depender da 

homologia existente podem exercer papel análogo aos produzidos na espécie doadora. 

Além disso, folículos primordiais são normalmente resistentes às perdas durante o 

transplante devido ao fato de desenvolverem-se relativamente bem em ambientes 

hipóxicos (GOSDEN & BYATT-SMITH, 1986) e terem uma baixa taxa metabólica 

(GOSDEN et al., 1994). 
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Figura 13. Padrão de distribuição entre categorias e densidade dos FOPA: a) aos 30 

dias após o transplante e b) aos 60 dias após o transplante. Notar adensamento 

folicular em ambas as situações. 
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Tabela 4: Comparação entre a percentagem média e erro-padrão de folículos (normais 

e degenerados) no tecido ovariano de fetos bovinos doadoras (Controle) e colhidos por 

biopsia após 30 e 60 dias de xenotransplante (n=05) (FCAV, Campus de Jaboticabal-

UNESP / 2010).  

 
Folículo 

Primordial  Transição Primário  Secundário  Antral 

Normal 
Controle 22,8±6,4ª 38,6±11,0 4,8±2,7a 0,0±0,0 0,0±0,0 

30 dias 2,3±0,8b 37,0±7,4 42,6±9,4b 0,1±0,1 0,0±0,0 

60 dias 1,9±1,9b 26,7±7,5 39,3±6,2b 6,5±5,1 0,2±0,2 

Degenerado 
Controle 24,8±10,2a 8,2±2,4 0,8±0,4 0,0±0,0 0,0±0,0 

30 dias 0,5±0,3b 8,8±6,1 8,3±2,9 0,3±0,3 0,0±0,0 

60 dias 0,0±0,0b 6,3±3,3 11,2±5,7 7,9±6,1 0,0±0,0 

Letras diferentes entre doadoras e receptoras (p<0,05) 

 

A escolha do rim como suporte aos transplantes deu-se por razões que foram 

desde o aporte vascular existente nesse órgão, à sua capacidade de selecionar 

moléculas (nutrientes, fatores de crescimento e hormônios) de alto peso molecular 

provenientes da própria receptora e também moléculas importantes ao organismo e 

tecido transplantado, como por exemplo, a albumina e o IGF-I, além dos próprios 

hormônios exógenos utilizados, como o eCG (LEGARDINIER et al., 2005). Ademais, a 

localização dos transplantes sob a cápsula renal e a possibilidade de 

neovascularização derivada das artérias arciformes localizadas no rim e que trazem 

toda sorte de moléculas ao tecido mostrou um benefício ao crescimento folicular. 

No experimento 4 foram obtidos oócitos de tamanho apropriado para os 

procedimentos de produção in vitro a partir de folículos ovarianos pré-antrais oriundos 

de fetos e xenotransplantados sob a cápsula renal de camundongas imunodeficientes. 

Como optou-se por encaminhar os oócitos para fertilização in vitro, informações sobre a 

competência meiótica não foram colhidas. 

Optou-se por trabalhar com o eCG pelo fato desta combinação de hormônios 

(FSH/LH) já haver sido testada com sucesso em folículos secundários de vacas 
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xenotransplantados sob condições semelhantes a deste experimento, isto é, inseridos 

sob a cápsula renal de camundongas SCID (SENBON et al., 2005) e por saber que a 

relação FSH/LH existente nesta gonadotrofina apresenta resultados satisfatórios com 

uma única dose para o crescimento folicular em bovinos (BARUSELLI et al., 2008). 

Acrescente-se ainda que, devido ao alto peso molecular e à presença de ácido siálico, 

a molécula de eCG é carregada negativamente, o que dificulta a sua filtração 

glomerular e aumenta ainda mais sua meia-vida (LEGARDINIER et al.,2005)   

Os resultados das técnicas de xenotransplante do presente experimento 

demonstraram que, de um total de 36 fêmeas utilizadas, apenas quatro vieram a óbito,  

restando 27 fêmeas destinadas exclusivamente para esta finalidade e 05 das  

receptoras provenientes de procedimento prévio de dupla biopsia de tecido ovariano 

com 30 e 60 dias.  

Dos óbitos verificados, duas fêmeas foram da linhagem CB-17/SCID e duas da 

linhagem NUDE, não havendo mortalidade das camundongas da linhagem C57Bl/SCID. 

A primeira linhagem apresentou problemas relativos à sedação e recuperação 

anestésica enquanto que na segunda, as fêmeas apresentaram além dessas 

dificuldades, hipotermia. Uma vez que o protocolo estava bem ajustado para a linhagem 

C57Bl/SCID, não houve óbito em função do transplante para esses animais.  

Dos 32 animais utilizados e divididos para os tratamentos r-hFSH (n=14) e eCG 

(n=18) foi observado ao longo das aplicações um óbito de animal do grupo r-hFSH que 

foi desconsiderado para coleta de dados. 

Embora se tenha conhecimento sobre a presença de folículos antrais em fetos 

bovinos (CHOHAN & HUNTER, 2000), a produção da enzima esteroidogênica P450 

aromatase associada à presença de receptores para estradiol foi detectada em ovários 

fetais bovinos (BURKHART et al., 2010) o que pode explicar a presença de atividade 

estrogênica em 69% (r-hFSH) e 72% (eCG) das fêmeas receptoras em algum momento 

do período de monitoramento por lavagem vaginal antes da aplicação dos respectivos 

hormônios (Figuras 14a, 14b).  

Após a aplicação dos hormônios, folículos antrais foram observados em número 

1 a 5 em 46% (6/13) dos animais com média de 2,7 folículos/animal responsivo e média 
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geral de 1,2 folículos no grupo tratado com r-hFSH (Figura 14c). Quanto ao grupo eCG, 

foram observados folículos antrais em 38% (7/18) das camundongas receptoras (Figura 

14d) com média de 2,0 folículos/animal responsivo e de 0,77 folículos no grupo (Tabela 

5). Em suínos, o xenotransplante em camundongas seguido da aplicação de eCG e 

colheita de oócitos após 48 horas desta aplicação, os oócitos obtidos não 

proporcionaram  competência meiótica para a fertilização in vitro (KIKUCHI et al., 2006). 

 

Tabela 5: Número de folículos observados, taxa de recuperação de oócitos e expansão 

do cumulus em receptoras responsivas ao eCG e r-hFSH. 

Tratamento 
(número de 
receptoras) 

Número de 
folículos 

observados 

Recuperação oocitária Expansão do 
cumulus (MIV) 

eCG (n=5) 05 05 (100%) 02 (40%) 

r-hFSH (n=5) 07 05 (71%) 02 (40%) 

Total 12 10 (83,3%) 04 (40%) 

Não houve diferença estatística entre os tratamentos. 

 

A correlação entre o tempo de permanência dos transplantes nas receptoras e a 

resposta ao tratamento foi averiguada e não foi verificada correlação dos grupos 

tratados com o eCG (R= 0,3320, P= 0,1783) e com r-hFSH (R= 0,0540, P= 0,4240) em 

relação à permanência do tecido nas receptoras, mesmo se avaliados apenas naquelas 

fêmeas responsivas aos tratamentos. Apesar de haver uma massiva ativação de 

folículos primordiais e o aparecimento de maior quantidade de folículos secundários 

com 60 dias, 10 oócitos (Tabela 5) foram recuperados a partir da estimulação hormonal 

proposta, o que pode ser ainda consequência do número reduzido de folículos 

responsivos às gonadotrofinas.  

Os oócitos recuperados após o procedimento apresentaram uma massa 

uniforme de células do cumulus oophorus e citoplasma compactos, zona pelúcida 

intacta e não resultaram em clivagem (Figuras 14e, 14f). A ausência de clivagem pode 

ser explicada pelo baixo número de oócitos utilizados. Além disso, fatores     intrínsecos 
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Figura 14. Atividade estrogênica, resposta aos tratamentos hormonais e oócitos 
submetidos à FIV: a-b) Padrão de atividade estrogênica observada em 69% e 72% 
antes da estimulação hormonal com r-hFSH e eCG, respectivamente; c) Resposta ao 
tratamento com r-hFSH; d) Resposta ao tratamento com eCG; e) Oócito colhido em 
transplante após tratamento da receptora com r-hFSH e fotografado 48 horas após a 
FIV; f) Oócito colhido em transplante após tratamento da receptora com eCG e 
fotografado 48 horas após a FIV. 
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da receptora associados no desenvolvimento e origem dos ovários fetais podem 

explicar o baixo rendimento nesse experimento. Num estudo com PIV de ovários fetais 

bovinos, Chohan & Hunter (2000) demonstraram que oócitos pré-natais apresentam 

uma alta taxa de bloqueio oocitário nos estádios de vesícula germinativa e metáfase I 

quando comparados com ovários de vacas (12% versus 2,3%, p<0,05%).  
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VII. CONCLUSÕES. 
 
 A análise conjunta dos resultados apresentados permitiu concluir que: 

 

- O meio de cultivo in vitro com PVA apresenta resultados similares aos cultivos 

com BSA e SFB e garante sobrevida aos folículos pré-antrais por pelo menos 8 dias de 

cultivo.  

 

- Tecidos ovarianos xenotransplantados sob a cápsula renal de camundongas 

imunodeficientes podem ser colhidos com sucesso pela técnica de biopsia 

desenvolvida, permitindo qualidade de vida às receptoras e com dimensões 

apropriadas para avaliação. 

 

- Tecidos ovarianos derivados de ovários fetais bovinos, quando 

xenotransplantados para camundongas imunodeficientes, apresentam-se viáveis após 

30 e 60 dias FOPA e com aumento da percentagem de folículos antrais. 

 

- O crescimento de FOPA a estádios antrais ocorre espontaneamente e quando 

o tecido xenotransplantado é estimulado por hormônios exógenos (r-hFSH ou eCG), os 

tecidos transplantados respondem de modo igualmente variável, resultando em 

folículos aptos à punção para posteriores estudos com PIV. 
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VIII. IMPLICAÇÕES.  
 

Esta pesquisa forneceu subsídios sobre o uso de macromoléculas no cultivo in 

vitro de folículos ovarianos pré-antrais e, paralelamente, à técnica de cultivo in vivo por 

xenotransplante. A eficácia apresentada por esta última técnica no crescimento folicular 

pode contribuir com o maior rendimento do ovário além de oferecer perspectivas na 

implantação desta linha de pesquisa no país, associando-se com estudos envolvendo 

protocolos de superovulação, em genômica, MOIFOPA, imunologia, doenças 

infecciosas e na aplicação de cultivos com tecidos ovarianos criopreservados de 

animais domésticos voltados ou não para a produção animal e animais silvestres. 
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ANEXO 
 

Anexo 1: Número de óbitos em função do procedimento adotado durante os 
procedimentos de biopsia. 

  
Procedimento 

em que ocorreu 
o óbito 

Biopsia  
aos 30 

dias 

Biopsia  
aos 60 

dias 

Biopsia aos 
30 e 60 dias 

Xenotransplante 26 12 07 
Óbito após 

procedimento 
03 01 - 

Biopsia 30 dias 23 - 06* 
Óbito pós-

biopsia 
- - - 

Biopsia 60 dias - 10* 06 
Óbito pós-

biopsia 
- - - 

Avaliação 
macroscópica 

22 10 05 

Crescimento ou 
manutenção 

tissular 

13 07 05 

Não implantou 09 03 01 
Microscopia 11 07 05 

Outro destino 02 - 05 
* constatado um óbito de causa desconhecida ao longo do período experimental 
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