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RESUMO

O cultivo in vitro de foliculos (CIVF), também conhecido como Ovario Artificial, representa uma excelente
ferramenta para aumentar nossa compreensdo a respeito do controle da foliculogénese inicial, que ¢ crucial para
otimizar o uso futuro de um grande ntimero de odcitos imaturos inclusos em foliculos pré-antrais (FPs) (principal
reserva ovariana) em técnicas de reproducdo assistida em humanos, bem como em outras espécies de mamiferos,
incluindo os ruminantes. Até o momento, os melhores resultados de CIVF foram relatados em camundongos com a
producdo de crias vivas a partir de foliculos primordiais cultivados in vitro. No entanto, em outras espécies como 0s
ruminantes, esses resultados tém se limitado a producdo de um niimero varidavel de odcitos maturos e baixas
porcentagens de embrides apos o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais secundarios tardios isolados de ovarios de
cabras, bufalas e ovelhas. A presente revisdo apresenta e discute os principais achados, limitagdes e perspectivas da
foliculogénese in vitro em ruminantes com foco nas espécies bovinas, caprinas e ovinas.
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ABSTRACT

The in vitro follicle culture (IVFC), also known as artificial ovary, represents an outstanding tool to increase our
understanding of the control of early folliculogenesis which is crucial to optimize the future use of a large, number of
immature oocytes enclosed in preantral follicles (PFs) (main ovarian reserve) in assisted reproductive techniques in
humans as well as in others mammalian species including the ruminants. To date, the best results of IVFC were
reported from mice with the production of live offspring from primordial follicles cultured in vitro. However, in
other ruminant species, these results have been limited to the production of a variable number of mature oocytes and
low percentages of embryos after in vitro culture of goat, buffalo and sheep isolated late secondary preantral
follicles. The present review presents and discusses the main findings, limitations, and prospects of in vitro
folliculogenesis in ruminants focusing on bovine, caprine, and ovine species.

Key words: Folliculogenesis, in vitro culture, asssisted reproductive technologies.

INTRODUCAO

Entre os principais produtores de carne do mundo, o Brasil se destaca pela producao
pecudria de pequenos e grandes ruminantes, sendo um dos principais exportadores de carne para
diversos continentes (LOPES et al., 2018). Para que a producdo animal seja mantida dentro dos
niveis esperados, aspectos como a nutricdo e reprodugdo sdo fatores cruciais. Em relagdao a
reprodugdo, a compreensao dos mecanismos envolvidos na formagdo dos gametas, bem como seu
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desenvolvimento sdo de suma importancia para melhorar o uso das técnicas de reprodugao
assistida-TRAs (SMITH et al., 2014).

Atualmente, a utilizacdo de TRAs ¢ de grande importancia tanto para pesquisa basica,
por meio da compreensdo da fisiologia reprodutiva (SMITH et al., 2014), quanto para pesquisa
aplicada, por meio demelhorias nos tratamentos para problemas de infertilidade, bem como a
multiplicacdo de animais de alto valor zootécnico (FIGUEIREDO et al., 2019). Dentre essas
TRAs em desenvolvimento, pode-se destacar a biotécnica de manipulagiao de odcitos inclusos em
foliculos pré-antrais (MOIFOPA) ou ovario artificial. Essa biotécnica visa a recuperacao de um
grande nimero de odcitos contidos nos foliculos ovarianos,para posterior cultivo in vitroaté sua
completa maturagdo, aumentando, assim, o numero de odcitos fertilizaveis (FIGUEIREDO et al.,
2019).

O desenvolvimento folicular in vivo ¢ um processo complexo e dinamico regulado pela
interacdo de diversos fatores intra e extra-ovarianos, que resultam na diferenciacdo das células
somaticas associadas (granulosa e teca), no crescimento e maturagdo do odcito (FIGUEIREDO et
al., 2019). In vitro, ainda ndo existe um sistema de cultivo que assegure de forma eficiente o
desenvolvimento folicular, principalmente, em relagdo animais domésticos de grande porte, como
os ruminantes. A partir cultivo in vitro de foliculos pré-antrais iniciais, em ruminantes, 0s
resultados tém se limitado a producdo de uma baixa porcentagem de embrides a partir do cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais secundarios de cabras, bufalos e ovelhas (SILVA et al., 2016).
Portanto, esta revisdo abordard as principais descobertas, limitagdes, e as perspectivas da
tecnologia do ovario artificial em ruminantes com foco nas principais espécies domésticas:
bovinas, caprinas e ovinas.

DESENVOLVIMENTO

Aspectos gerais da foliculogénese in vivo

A foliculogénese ¢ o processo fisiologico que compreende as etapas de formacao,
ativacdo, crescimento, maturacdo folicular, finalizando com ovulacdo do odcito maturo. A
regulagdo da foliculogénese envolve uma interacdo complexa entre fatores enddcrinos, paracrinos
e autocrinos. Esses fatores regulamprocessos como a esteroidogénese, .angiogénese,
remodelamento da membrana, atresia folicular, crescimento do odcito ¢ maturagdo, bem como a
proliferacdo e diferenciacdo das células foliculares (FIGUEIREDO et al., 2019). O fatores
reguladores ligam-se a diferentes tipos de receptores, ativando diferentes vias de sinalizagao,
podendo compartilhar os mesmos receptores. Além disso, existem interagdes complexas entre as
vias de sinaliza¢do celular que por sua vez controlam a expressdao génica, determinando a
sobrevivéncia ou morte celular, quiescéncia ou proliferacdo. Desta forma, eventos como a
maturagdo folicular ou atresia ird depender de um delicado equilibrio entre fatores estimulatorios
e inibitdrios (FIGUEIREDO et al., 2019).

O ovario mamifero contém de milhares a milhdes de foliculos, sendo aproximadamente
noventa por cento representadapelos foliculos pré-antrais, que incluem os foliculos primordiais,
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transicao, primarios e secundarios. A foliculogénese na fase pré-antral compreende trés etapas: (i)
a ativacao de foliculos primordiais (passagem do foliculo primordial quiescente para ao estagios
de foliculos de transi¢do eprimario); (ii) desenvolvimento de foliculos primarios e secundarios;
(ii1) transicao do foliculo pré-antral para o antral. Estudos afirmam que o crescimento dos
foliculos primordiais até o estagio antral inicial ¢ independente de gonadotrofinas, sendo
controlada por mecanismos autdcrinos e paracrinos (FIGUEIREDO et al. 2019). Compreender os
fatores envolvidos durante a foliculogénese inicial ¢ essencial para a utilizagdo de odcitos
oriundos da grande reserva ovariana em TRAs. Entre essas tecnologias, sera destacada nesta
revisao a biotécnica do ovario artificial.

Cultivo folicular in vitro ou ovario artificial: objetivos, aplicacdes e tipos de cultivos

De maneira geral, a aplicagdo do ovario artificial, envolve o resgate dos foliculos dos
ovarios antes que eles se tornem atrésicos, e posteriormente cultiva-los in vitro até a sua completa
maturagdo. Desta forma, essa biotécnica pode ser bastante utilizada na pesquisa basica
(elucidagao da foliculogénese na fase pré-antral), em testes toxicoldgicos reprodutivos e na
complementagdo de biotécnicas reprodutivas como a PIV e a clonagem por transferéncia nuclear.
Além disso, ela pode auxiliar nos tratamentos de infertilidade, criagdo de bancos germoplasma
(animais em vias de extingdo ou geneticamente superiores) e preservacdo da fertilidade em
individuos que passaram por procedimentos de quimioterapia (FIGUEIREDO et al, 2019).

O cultivo in vitro pode ser avaliado por diferentes parametros, buscando melhorar a sua
eficiéncia e compreensdo dos mecanismos da foliculogénese. Dentre eles podemos destacar a
avaliacdo da sobrevivéncia (morfologia e viabilidade), ativacdo de foliculos primordiais,
crescimento folicular e oocitario, formagao de antro, expressao de RNAm para fatores chaves da
foliculogénese, producdo hormonal, maturagdo oocitdria (nuclear e citoplasmatica), producao
embrionaria e de crias saudaveis (FIGUEIREDO et al, 2019).

Os foliculos pré-antrais (FP) podem ser cultivados de duas maneiras: inclusos no tecido
ovariano (in situ) ou na forma isolada. No cultivo in situ realiza-se o cultivo do ovério inteiro
(murinos) ou somente de pequenos fragmentos de cortex ovariano. J4 no cultivo de foliculos
isolados pode ser realizado diretamente na placa de cultivo ou sobre uma matrix extracelular
(MEC - caracterizando o sistema bidimensional - 2D) ou inclusos nessa MEC (caracterizando o
sistema tridimensional - 3D). Também pode ser realizado o cultivo em dois passos, onde os
foliculos sdo cultivados in situ, permitindo a ativacao e o desenvolvimento do foliculo primordial

até estdgio secunddrio, para posteriormente ser isolado e cultivado até o estagio antral
(FIGUEIREDO et al., 2019).

Estado atual da tecnologia do ovario artificial

Grandes progressos ja foram realizados com o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
em espécies animais.Os resultados mais satisfatorios foram obtidos a partir de estudos in vitro
com o cultivo de foliculos pré-antraisde fémeas de camundongos, os quais demonstraram que ¢
possivel a obtengdo de crias vivas a partir de oocitosoriundos de foliculos primordiiais cultivados
in vitro (O'BRIEN et al., 2003). J& em caprinos (SARAIVA et al., 2010), ovinos
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(ARUNAKUMARI et al., 2010), bubalinos (GUPTA et al., 2008), suinos (WU et al., 2007) e
primatas ndo-humanos (XU et al., 2009), o cultivo in vitro de foliculos secundarios resultou na
producdo de oocitos maturos, os quais foramfecundados in vitro, gerando embrides. Por outro
lado, em humanos (MCLAUGHLIN et al., 2018), FP foram cultivados in vitro, se desenvolveram
e produziram oocitos em estdgio de MII. Nas espécies bovina (GUTIERREZ et al., 2000) e
canina (SERAFIM et al., 2010), FP isolados foram cultivados in vitroe se desenvolveram
somente até o estadio antral.

Principais resultados relativos ao cultivo in vitro com énfase em ruminantes

Bovinos

Na espécie bovina, os melhores resultados apos o cultivo de foliculos primordiais foi a
formacdo de antro oriunda do cultivo em dois passos (foliculos primordiais e intermediarios
cultivados in situ e posteriormente foliculos secundérios isolados cultivados na presenca da
ativina A) (MCLAUGHLIN e TELFER, 2010).

Com o cultivo in situ de FPs, a adicdo de fatores como, fator de crescimento e
diferenciacdo 9 (GDF-9), ou fator de crescimento fibroblasto basico (bFGF) em um meio
contendo FSH, melhorou o efeito benéfico do FSH, no que diz respeito a morfologia, ativagdo e
crescimento folicular (didmetro do foliculo de ~ 25um em DO a ~ 90um em D22 de cultivo)
(TANG et al., 2012). A adicao de Proteina morfogenética 6ssea (BMP) 2 (ROSSI et al., 2016) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF - YANG e FORTUNE, 2007) aumentou o
numero de foliculos secundérios apds o cultivo in vitro.

No cultivo de foliculos isolados, Rossetto et al. (2012) relataram maior crescimento
folicular, viabilidade e formacao de antro (60%), ao usar o meio TCM199 em comparagdao com
a-MEM e McCoy, sendo os meios utilizados com o mesma suplementacdo e regime de troca, ou
seja, metade do meio (75ul) foi trocado a cada 4 dias. Além disso, tém sido demonstrado que a
utilizagdo de diferentes suplementos, quando adicionado sozinhos, podem exercer um efeito
positivo no crescimento folicular e/ou formacao de antro de foliculos secundarios isolados, como:
FSH, proteina morfogenética 6ssea-15 (BMP-15) (PASSOS et al., 2013),, insulina (ROSSETTO
et al., 2016) e acido alfa lipodico (ALA) (ZOHEIR et al., 2017). Recentemente, Antonino et al.
(2019) realizaram um cultivo 3D de foliculos secundarios isolados utilizandonanoparticulas
(compostas de ouro, 0xido de ferro e poli-L-lisina), resultando em melhorias na viabilidade,
crescimento, formag¢do de antro em relagdo ao tratamento 2D, produzindo, inclusive, o00citos
capazes de retomarema meiose.

Ovinos

Aespécie ovina, até o presente momento, € a que vem obtendo os melhores resultados no
CFIV entre as trés principais espécies domésticas ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos). Foram
relatados a producdo de taxas relativamente altas de oocitos em metafase II (MII)
(ARUNAKUMARI et al., 2010; BARBONI et al., 2011) e um baixo numero de embrides na fase
de morula apo6s fertilizagao in vitro (FIV) ou ativagdo partenogenética de foliculos secundarios
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isolados cultivados in vitro (ARUNAKUMARI et al., 2010; BARBONI et al., 2011; LUZ et al.,
2013).

A partir do estudo com foliculos primordiais e primarios inclusos em tecido ovariano ja
¢ possivel identificar alguns fatores que podem promover a ativagao folicular, como por exemplo,
alguns membros da super familia do fator de crescimento transformante  (TGF-B) (KNIGHT e
GLISTER, 2006) No entanto, a adicio de BMP4 durante o cultivo de fragmentos do cortex
ovariano ndo afetaram a ativacdo, mas aumentou a sobrevivéncia e o crescimento folicular
(BERTOLDO et al., 2014). O cultivo in situ nessa especie também foi utilizado para o teste de
substancias como amonia, ureia, acidos graxos nao esterificados e acido [-hidroxibutirico
(NANDI et al., 2017), extrato de planta (Amburana cearensce — MENEZES et al., 2018),
substancias homeopaticas (LIMA et al., 2016) bem como as micotoxinas (SILVA et al., 2019).
Neste ultimo, a utilizacdo de zearalenona (1pmoL / L) aumentou a taxa de degeneracgao folicular,
reduzindo a proliferacdo e aumentando a apoptose apds cultivo de 3 dias, mas associagdo com o
equol (fitoestrogéno produto da microbiota- 1 pmol / L) atenuou todos os efeitos negativos
observados.

Utilizando o cultivo de foliculos isolados, varias substancias e/ou sistemas de cultivo
tém sido testados principalmente em foliculos secundérios isolados (>200 pm), com sucesso
como por exemplo; rutina (LINS et al., 2017), Kaempferol (SANTOS et al., 2019), bem como o
meio condicionado produzido a partir de células tronco mesenquimais (BEZERRA et al., 2019).
Barboni et al. (2011) também produziu oodcitos competentes de FPs (170um) cultivados por 12
dias em a-MEM contendo soro fetal de bovino (FCS) ¢ FSH, embora ap6s FIV apenas 10% dos
embrides resultantes atingiram o estagio de 16 células. Curiosamente, o6citos oriundos do cultivo
in vitro de foliculos antrais iniciais (FAs) 360um (diametro final do foliculo no final do cultivo)
apresentaram padrdo de metilacdo e capacidade de desenvolvimento semelhante aos crescidos in
vivo (FAs com o mesmo didmetro). No entanto, oocitos de FAs iniciais cultivados in vivo e in
vitro (360pm) apresentaram baixa competéncia em comparagdo com oocitos de FAs crescidos in
vivo (bmm) (BARBONI et al., 2011).

Caprinos

Em relagdo as espécies abordadas no presente trabalho, a espécie caprina foi a mais
estudada em relagdo a foliculogénese in vitro nos ultimos anos. Apesar disso, os melhores
resultados sdo a producao de alguns embrides de 2 a 16 células, a partir de foliculos secundarios
cultivados in vitro na forma isolada, (SARAIVA et al., 2010), e apenas uma morula apés FIV
(MAGALHAES et al., 2011), bem como uma prenhez oriunda do cultivo de foliculos antrais
inicias (SA et al., 2020). As taxas de maturagio e producio de embrides ainda sio baixas quando
comparadas com oo6citos crescidos in vivo. Buscando compreender ¢ melhorar as condigdes para
o sucesso CFIV em cabras, diversas substancias e/ou sistemas de cultivo ja foram testados em
foliculos de diferentes estagios de desenvolvimento.

No sistema de cultivo in situ, varios autores relataram a estimula¢do da ativagdo e
crescimento folicular e oocitario apos cultivo de longo prazo (16 dias) na presenca de fator de
crescimento de fibroblastos-10 (FGF-10) durante a segunda metade (D8-D16) do periodo de
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cultivo (ALMEIDA et al., 2015); bem como, FSH e IGF-I ao longo de todo o periodo de cultivo,
aumentando a porcentagem de foliculos secundarios (28%) (MAGALHAES-PADILHA et al.,
2012). Outras substancias adicionadas por um periodo de cultivo mais curto (6 a 7 dias) também
mostraram exercer um efeito positivo sobre ativagao, sobrevivéncia e crescimento folicular, tais
como: a interacao entre EGF (LOPES et al., 2015); KL (FAUSTINO et al., 2013); e Concavalina
A (Con A) (PORTELA et al., 2014). Vieira et al. (2020) observaram que o isolamento do
foliculo primordial do tecido ovariano e sua inclusdo em uma matriz extracelular, o alginato,
aumentou a ativacao do folicular e os didmetros do foliculo e do o6cito apds cultivo.

Quando foliculos secunddrios isolados (~ 200um) foram cultivados na presenca de
concentracdes crescentes de FSH (100ng/ml D0-D6; 500ng/ml D6-D12; 1000ng/ml D12-D18)
sozinho (SARAIVA et al., 2011) foi observada uma melhora nas taxas de crescimento. A adigdo
de FSH sozinho em concentragdes crescente € de maneira sequencial, ocasionou na retomada da
meiose (o6cito em RVG-ruptura da vesicula germinal) (SARAIVA et al., 2011) ou quando
associado com IGF-I (MAGALHAES-PADILHA et al., 2012b), enquanto um baixo niimero de
odcitos foram capazes de atingir o estagio de MII quando FSH sequencial foi combinado com:
insulina (CHAVES et al., 2012), IGF-II (DUARTE et al., 2013), LH e EGF (SARAIVA et al.,
2010), GH (MAGALHAES et al., 2011), e VEGF (SILVA et al., 2014). Além disso, quando
alguns desses odcitos em MII foram fertilizados, ocasionou no desenvolvimento de embrides de 8
células (SILVA et al., 2014), embrido de 16 células (SARAIVA et al., 2010), e morula
(MAGALHAES et al., 2011). Recentemente, a utilizagio de anetol (300pg/mL) associada ao GH
durante o cultivo de foliculos antrais iniciais (~ 350um), melhorou a producdo de embrides (por
exemplo, morulas e blastocistos) produzidos por partenogénese ou fertilizagdo in vitro, bem como
prenhez apds transferéncia embrionaria.

Embora estejam presentes em quase todos os meios de CFIV, muita discussdo tem sido
gerada em relagdo a combinacdo e a concentracao de insulina e de FSH (DIPAZ- BERROCAL et
al., 2017; PAES et al., 2018). Foi sugerido que 10ng/ml de insulina, uma concentragdo mais
baixa do que a da composi¢ao do ITS (insulina, transferina e selénio), pode ser mais eficiente em
promover a retomada da meiose na presenca de FSH sequencial (CHAVES et al., 2012). No
entanto, ja foi observado que na presenga de GH ou VEGF, uma alta concentragdo de insulina
(10pg/mL) combinado com FSH 100ng/mL fixo, em vez de FSH sequencial, pode melhorar a
competéncia oocitaria (FERREIRA et al., 2016), bem como, estimular a formacao de antro na
presenca de fitohemaglutinina (PHA) (CUNHA et al., 2013). Por outro lado, Ferreira et al.
(2018) nao relataram resultados positivos quando a insulina (10 pg/ml) foi associada ao FSH em
concentracao fixa. Este fato pode ser explicado devido a fonte de FSH, sendo que Ferreira et al.
(2018) utilizaram FSH humano recombinante enquanto a maioria dos estudos utilizou FSH
bovino recombinante. Por outro lado, o FSH humano fixo na concentracdo de 10 mIU/mL
melhorou as taxas de retomada da meiose quando comparado ao FSH sequencial bovino
(ROCHA et al., 2014).

Estudos também ja demonstraram que o efeito de qualquer suplemento pode depender
da categoria folicular, uma vez que FPs e FAs se comportaram de maneira diferente sob as
mesmas condi¢gdes de cultivo (CADENAS et al., 2017). O FSH humano, por exemplo, aumentou
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os diametros do foliculo e do oocitos de FAs (~ 350um), mas nao afetou os FPs (FERREIRA et
al.,2018).

Além da composi¢do do meio de cultivo, muitos outros fatores podem afetar o
desenvolvimento de foliculos isolados no estagio inicial, como a idade reprodutiva do doador de
ovario (pré-pubere vs. adulto), periodo de cultivo, meio de base e sistema de cultivo utilizado (2D
vs. 3D). Assim, FPs oriundos de cabras pré-puberes atingiram o estagio antral, enquanto que, FPs
de cabras adultas, ndo foram capazes de produzir odcitos em MII apos 18 dias de CFIV (SILVA
et al., 2014) independentemente do sistema de cultivo, ou seja, 2D vs 0,5% de alginato (3D)
(SILVA et al., 2014). No entanto, Brito et al. (2014) relataram um efeito positivo de uma menor
rigidez da matriz (0,25% de alginato) sobre crescimento do foliculo e retomada da meiose quando
comparado com 0,5% de alginato e sistema 2D. Em relacdo ao tempo de cultivo, 18 dias vem
sendo o tempo mais utilizado para foliculos secundarios avancados (SILVA et al., 2014;
FERREIRA et al., 2016), no entanto, respostas positivas podem ser encontradas para esta
categoria folicular durante um periodo de cultivo estendido (30 a 36 dias) (PESSOA et al., 2014),
enquanto 18 dias pode ser mais adequado para o cultivo de FAs (CADENAS et al., 2018).

Apesar do progresso obtido na espécie caprina, com a maturagdo oocitaria, as taxas de
producao de embrides ainda sdo muito baixas em comparagdo com odcitos oriundos de foliculos
crescidos in vivo, o que deve servir de encorajamento para novas pesquisas sobre este topico. Em
geral, os dados demonstrados parecem apontar para a necessidade do desenvolvimento de meios
de cultivo costomizados para CFIV, pois como foi demonstrado existem diferencas entre as taxas
de crescimento, e entre as categorias foliculares, afetando a maturagdo do odcito in vitro
(CADENAS et al., 2018).

O futuro do CFIV: possiveis estratégias para superar as limitacées atuais

Para a utilizagdo futura do CFIV na reproducdo assistida em humanos e animais,
algumas limitagdes precisam ser superaradas. Por exemplo, a producdo in vitro de odcitos
fertilizaveis oriundos de foliculos primordiais requer um cultivo de longo prazo, o que pode
afetar a qualidade do odcito e, conseqiientemente, a produgdo de embrides. Mais estudos devem
ser realizados em ruminantes para melhorar as técnicas de cultivo in vitro. Ja foi demonstrado
que o CFIV de ovinos produz oo6citos maturos com epigenética nuclear normal (BARBONI et al.,
2011). Este estudo foi realizado com foliculos secundarios, entretanto, quando foi realizado
cultivo in vitro com foliculos primordiais de ratos, foi observada deficiéncias transcricionais e
epigenéticos (WANG et al., 2017). E importante ressaltar que o tempo de CFIV de foliculos
murinos ¢ mais curto do que em grandes mamiferos, aumentando ainda mais a necessidade de
novos estudos em nivel de metilagdo. Ja foi demonstrado que a apoptose em o6citos murinos ¢é
mediada pela atividade retrotransposon (MALKI ef al., 2014), e a supressdo desta atividade ¢
determinado pela modificagao epigenética do DNA (FINDLAY et al., 2015). Desta forma,
métodos para minimizar os riscos epigenéticos, bem como evita-los durante a CFIV sado
necessarios. Além disso, diversos trabalhos utilizam foliculos pré-antrais para criopreservacao e
posterior cultivo in vitro. E bem conhecido que o estresse causado durante a exposi¢io aos
agentes crioprotetores e o proprio processo de resfriamento, afetam organelas importantes como o

104
*E-mail: jrf.lamofopapapers@gmail.com



Ciéncia Animal, v.30, n.4, p.98-112, 2020. Supl. 2 (X CONERA)

reticulo endoplasmatico (BRITO et al., 2013), fazendo necessario a utilizagdo de meios de
cultivo com antioxidantes (SA et al., 2020).

CONSIDERACOES FINAIS

O controle da sobrevivéncia, ativa¢do ¢ o desenvolvimento de FPs de ruminantes in vitro
¢ extremamente complexo e envolve diversas interacdes entre fatores extra e intra-ovarianos e
podem ser influenciados pelo tipo de meio base, regime de troca de meio, tipo de sistema de
cultivo (2D vs 3D), duracdo do cultivo, fonte ovariana (animais pré-pubere vs adulto),
componentes da matriz extracelular e categorias foliculares (pré-antrais vs antrais iniciais). Além
disso, estes fatores nao agem de forma isolada, eles interagem entre si e tornam ainda mais
desafiador o desenvolvimento de protocolos CFIV. Resultados encorajadores foram relatados
incluindo taxas satisfatorias de sobrevivéncia folicular, ativacao, formagdo de antro, bem como a
producao de oodcitos meioticamente competentes, especialmente em espécies caprinas e ovinas.
No entanto, a produgao in vitro de embrides a partir de oocitos cultivados in vitro ainda ¢é baixa.
Portanto, melhorias no sistema de cultivo folicular in vitro deve ser realizado para melhorar a
qualidade dos o6citos (competéncia de desenvolvimento do 06cito) para aumentar a producao de
descendentes viaveis. Este fato permitira a utilizacdo de um grande nlimero de odcitos imaturos,
oriundos de FPs, em tecnologias de reproducdo assistida em humanos, bem como em outras
espécies de mamiferos.
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