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Resumo 

 
A redução da biodiversidade tem levado a uma preocupação emergencial frente a conservação do material 

biológico de animais geneticamente valiosos. Para tanto, a implantação de bancos de germoplasma, como embriões, 
gametas e tecido gonadal e somáticos, tem sido uma alternativa para auxiliar na manutenção da biodiversidade. No 
tocante ao material genético de fêmeas, a criopreservação de folículos pré-antrais isolados ou inclusos no tecido 
ovariano associada ao uso de tecnologias de reprodução assistida, como cultivo, fertilização in vitro e produção de 
embriões in vitro, poderá auxiliar na conservação da fertilidade de animais domésticos de interesse econômico com 
dificuldades reprodutivas ou animais ameaçados de extinção. Além disso, a criopreservação de tecido ovariano 
seguida de transplante pode ser uma alternativa promissora, uma vez que permite a restauração da função ovariana e 
reprodutiva. Estudos realizados em humanos relataram o nascimento de 130 indivíduos após o transplante de tecido 
ovariano previamente criopreservado. Apesar desse sucesso, a criopreservação de ovário ainda é considerada uma 
técnica experimental. Especialmente em caprinos e ovinos, a grande maioria dos estudos tem usado essas espécies 
como modelo experimental para a espécie humana. Nessas espécies, o sucesso da criopreservação de folículos 
ovarianos já foi evidenciado, o que nos dá esperança para o uso dessa tecnologia, vislumbrando, não somente a 
conservação do material genético, mas a obtenção de embriões e nascimento de crias mesmo após a morte de um 
animal geneticamente valioso. Assim, todos os esforços atuais estão voltados para a avaliação adequada da 
qualidade de protocolos de criopreservação que assegurem que esses recursos genéticos permaneçam como parte 
funcional dos sistemas de produção e conservação das espécies. 
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Abstract 
 

Reducing biodiversity has led to an emergency concern over the conservation of biological material from 
genetically valuable animals. Therefore, the establishment of gene banks, such as embryos, gametes and somatic 
and ovarian tissue has been an alternative to assist in maintaining biodiversity. Concerning the genetic material of 
females, the cryopreservation of preantral follicles isolated or included in the ovarian tissue associated with the use 
of assisted reproduction technologies, such as culture, in vitro fertilization and in vitro embryo production, may 
help to preserve the fertility of domestic animals of economic interest with reproductive difficulties or animals 
threatened with extinction. In addition, cryopreservation of ovarian tissue followed by transplantation may be a 
promising alternative, since it allows the restoration of ovarian and reproductive function. Studies in humans have 
reported the birth of 130 individuals after previously cryopreserved ovarian tissue transplantation. Despite this 
success, ovary cryopreservation is still considered an experimental technique. Especially in goats and sheep, the 
vast majority of studies have used these species as an experimental model for the human species. In these species, 
the success of cryopreservation of ovarian follicles has already been shown, which gives us hope for the use of this 
technology, noting not only the conservation of the genetic material, but the obtaining of embryos and the birth of 
youngsters even after the death of a genetically valuable animal. Thus, all current efforts are focused on the proper 
evaluation of the quality of cryopreservation protocols that ensure that these genetic resources remain as a 
functional part of the systems of production and conservation of the species. 
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Introdução 
 

A conservação de material genético de animais valiosos por meio da criopreservação de gametas 
masculinos é uma prática relativamente simples, sob o ponto de vista da obtenção de amostras, haja vista que a 
produção de sêmen é um processo contínuo ao longo da vida reprodutiva do animal. O mesmo já não pode ser dito 
para as fêmeas, considerando que de um modo geral, em mamíferos, o estoque total de gametas femininos, ou seja, 
os oócitos, os quais são encontrados no interior dos folículos ovarianos é estabelecido ainda na vida intrauterina
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(McGee; Hsueh, 2000). Após o nascimento, grande parte (99,9%) desses folículos se tornarão atrésicos ou 
degenerados naturalmente, e morrem antes do processo de maturação oocitária e, consequentemente, ovulação, sem 
que haja reposição desse estoque. Além disso, diferente dos machos, a recuperação dos gametas femininos durante a 
vida reprodutiva sem afetar os ovários ou até mesmo sem removê-los é praticamente inviável. Para animais de 
produção, como caprinos e ovinos, a remoção dos ovários significa tornar o animal improdutivo no rebanho. Por 
outro lado, se uma fêmea valiosa, por alguma razão tem a sua função reprodutiva interrompida ou vem a óbito, o seu 
material genético pode ser conservado por meio da criopreservação de folículos, em especial os pré-antrais inclusos 
ou não no ambiente ovariano. 

Os primeiros estudos envolvendo a conservação de material genético feminino foram realizados no final da 
década de 50 com ovários murinos (Deanesly et al., 1954). Desde então, essa estratégia vem sendo utilizada em 
diferentes espécies, com avanços significativos em uma grande variedade de animais, incluindo caprinos e ovinos. 
Nessas espécies, diversos protocolos foram testados tanto para a criopreservação de tecido ovariano (Carvalho et al., 
2013; Silva et al., 2018), como para folículos pré-antrais isolados (Amorim et al., 2003b; Santos et al., 2007a), 
culminando com resultados extremamente satisfatórios, os quais podem ser utilizados para nortear estratégias em 
programas de conservação de recursos genéticos de indivíduos ou raças de interesse econômico ou ameaçadas de 
extinção. 

Dentre as raças, genuinamente brasileiras, destacam-se a Moxotó e a Canindé na espécie caprina e as raças 
ovinas, Morada Nova, Santa Inês e Cariri, as quais têm uma grande importância na produção de carne e pele, 
sobretudo na região Nordeste do Brasil. Outras raças naturalizadas como a Bergamácia Brasileira, Rabo Largo, e 
Somalis Brasileira, devido às importantes características adaptativas, tornaram-se um valioso patrimônio genético 
para o país, no entanto, encontram-se sob ameaça de extinção. Para assegurar que esses recursos genéticos 
permaneçam como parte funcional dos sistemas de produção, possibilitando sua recuperação e sua utilização, é 
preciso adotar tecnologias adequadas e até mesmo sustentáveis, como a criopreservação de material em bancos de 
germoplasma. Dessa forma, acredita-se que a criopreservação de gametas femininos presentes nos folículos 
ovarianos pode ser uma excelente alternativa para evitar a perda de indivíduos ou mesmo de uma raça inteira. 
Portanto, esse trabalho tem como objetivo abordar a relevância dos bancos de recursos genômicos e apresentar os 
principais resultados obtidos com a criopreservação de folículos pré-antrais caprinos e ovinos. 
 

Importância dos bancos de recursos genômicos 
 

De acordo com Woelders et al. (2012), a diversidade genética em animais de produção está sob ameaça. 
Naturalmente, isso se caracteriza em um problema bastante preocupante, pois a biodiversidade genética permite que 
os animais se adaptem a diferentes ambientes, seja pelas mudanças impostas pelo homem sob a forma de práticas de 
manejo ou no sentido mais amplo, às mudanças causadas por doenças e mudanças climáticas. Atualmente, 20% das 
raças de animais de produção estão em risco de extinção (Morrell e Meyer, 2017). 

Diante desse cenário, e somada às dificuldades reprodutivas de determinadas populações de animais 
domésticos de interesse econômico ou ameaçadas de extinção, nos deparamos com a necessidade de aplicação de 
medidas de conservação de recursos genéticos. Uma estratégia considerável é a conservação in situ, isto é, a 
manutenção dos animais, porém, não é uma opção sustentável por longo prazo, pois os custos são bastante elevados 
e geralmente nesses casos, considera-se pequenas populações, o que implicaria também em pouco tempo na perda 
da diversidade genética. Portanto, a conservação in situ precisa ser complementada pelo que denominamos de 
bancos de genes com o intuito de garantir a conservação do germoplasma de raças raras e/ou comercialmente 
valiosas (Woelders e Chaveiro, 2004; Mariante et al., 2011). Nesta concepção, em se tratando de fêmeas, o avanço 
da criobiologia, associada às tecnologias reprodutivas tem permitido a conservação e o uso de embriões, oócitos e 
tecido ovariano, dos quais já são conhecidos resultados bastante impactantes na reprodução animal, pelo menos com 
os dois primeiros, quando se trata de armazenamento a curto ou médio prazo. 

No tocante ao armazenamento a longo prazo, o material genético pode ser usado nas seguintes situações: 1) 
para conservar a diversidade genética atual, para qualquer uso no futuro, como por exemplo, restabelecer uma raça 
perdida e restaurar a diversidade genética dentro de uma raça de modo saudável, ou para usar genótipos específicos, 
visando novas metas de reprodução; 2) para apoiar sistemas de reprodução de raças raras com o intuito de minimizar 
a endogamia (Woelders e Chaveiro, 2004), o que requer uma atualização regular do material no banco de genes e 
uma pronta disponibilidade de recursos para uso no campo; 3) disponibilizar material para pesquisa, como por 
exemplo, aperfeiçoar as técnicas de reprodução assistida ou utilizar o material como modelo experimental para 
espécies filogeneticamente próximas ou até mesmo para humanos, cujo material disponível para pesquisa, 
normalmente é indisponível. 

No Brasil, existem bancos de germoplasma voltados, principalmente, para a conservação de material 
genético de animais domésticos com potencial produtivo. O Banco de Germoplasma de Caprinos e Ovinos 
Naturalizados (BGCON), por exemplo, é um núcleo de conservação institucional mantido pela Embrapa Caprinos, 
em Sobral, CE, desde 1988. Desde então, o BGCON vem conservando machos e fêmeas das espécies caprinas e 
ovinas, os quais têm sido utilizados como doadores de germoplasma (conservação in situ), complementando os 
programas de conservação ex situ (Andrabi e Maxwell, 2007; Santos et al., 2008). 
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Embora, a criopreservação de ovário ainda seja considerada uma técnica experimental, sobretudo na 
reprodução animal, podemos destacar algumas vantagens sobre a criopreservação de embriões ou oócitos, como 
mostrado a seguir. 
 

Vantagens da criopreservação de ovário versus criopreservação de oócitos e embriões 
 

A criopreservação de oócitos tem sido bastante utilizada, principalmente em mulheres com dificuldades 
reprodutivas. Estudos apontam taxas de sobrevida oocitária pós-descongelamento de até 96%, com 73% de taxa de 
fertilização, 38% de taxa de implantação uterina por embrião e até 63% de gestação em humanos (Cobo et al., 
2010). Porém, essa abordagem apresenta algumas limitações em espécies mamíferas, principalmente em relação ao 
número de oócitos obtidos, bem como a necessidade de estimulação ovariana (Mullen; Critser, 2007). Além disso, 
essa técnica pode causar a liberação prematura do conteúdo dos grânulos corticais e, consequentemente, levar ao 
endurecimento da zona pelúcida (Vicent et al., 1999), o que pode culminar com redução da taxa de fertilização. 

A criopreservação de embriões é considerada uma das principais ferramentas para manutenção de animais 
domésticos (Dinnyes et al., 2006). Estudos têm demonstrado protocolos bem-sucedidos com avanços nas técnicas de 
criopreservação, com taxa de sobrevivência dos embriões ao descongelamento em torno de 97% (Rezazadeh et al., 
2009). No entanto, a técnica apresenta as mesmas dificuldades da criopreservação de oócitos, como o custo de 
obtenção dos embriões, necessidade de banco de sêmen e de estimulação ovariana, além de não ser uma técnica 
viável para animais pré-púberes (Shaw et al., 2000). 

Por outro lado, a criopreservação de tecido ovariano possibilita criopreservar um grande número de oócitos 
imaturos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais, e tem atraído interesse de clínicas de reprodução e laboratórios 
de pesquisa, considerando o seu impacto na reprodução assistida animal e humana. Diferentemente da 
criopreservação de oócitos, alterações cromossômicas e no fuso meiótico são menos prováveis, pois os oócitos 
imaturos são menos indiferenciados, possuem menos organelas, não apresentam zona pelúcida e grânulos corticais, 
e são menos ativos metabolicamente (Nugent et al., 1997; Yeoman et al., 2005). Adicionalmente, é uma alternativa 
que supera os procedimentos de superovulação demorados e caros da criopreservação de embriões. Além disso, o 
tecido ovariano criopreservado possibilita a formação de um grande reservatório de oócitos, permitindo a exploração 
do material. Desta forma, estudos têm demonstrado resultados promissores com retomada das funções endócrina e 
gametogênica, por meio do cultivo in vitro e in vivo após criopreservação de tecido ovariano de espécies domésticas 
(Santos et al., 2007a; Massardier et al., 2010; Donfack et al., 2018; Silva et al., 2018). 
 

Impacto da criopreservação de ovário sobre a conservação da função reprodutiva 
 

A criopreservação tem sido uma excelente estratégia para a manutenção da funcionalidade do ovário e 
recuperação da fertilidade, pois permite a conservação de oócitos presentes nos folículos ovarianos que seriam 
perdidos pelo processo natural de atresia, pelos tratamentos gonadotóxicos ou ainda pela morte do animal (Paris et 
al., 2009). Com a finalidade de restaurar as funções endócrina e gametogênica (Liu et al., 2008), o passo seguinte 
após a criopreservação do ovário, pode ser o transplante de fragmentos do órgão ou o cultivo in vitro de folículos 
pré-antrais presentes no próprio ambiente ovariano ou mesmo isolados (Gosden et al., 2002). 

Dentre os métodos adotados para criopreservar tecido ovariano , a congelação lenta tem sido intensamente 
aplicada para conservar folículos pré -antrais humanos (Herraiz et al., 2014), murinos (Wang et al., 2009) e 
ruminantes (Campbell et al., 2014). O primeiro nascimento em humanos a partir de transplante de tecido ovariano 
criopreservado utilizou esse método (Donnez et al., 2004). Por outro lado, usando o método de vitrificação seguido 
de transplante, foram relatados apenas dois nascimentos na espécie humana (Kawamura et al., 2013; Suzuki et al., 
2015), totalizando até o presente momento, 130 nascimentos obtidos a partir do transplante de tecido ovariano 
criopreservado (Fisch; Abir, 2018). 

Em humanos, a demanda para a conservação da fertilidade vem aumentando devido ao tratamento 
gonadotóxico de mulheres precocemente diagnosticadas com câncer, o que pode induzir falha ovariana prematura 
(Donnez; Dolmans, 2013). Diante disso, a criopreservação do tecido ovariano ou dos folículos isolados antes da 
terapia contra o câncer e, posterior, transplante ou cultivo in vitro torna-se uma alternativa viável como método de 
escolha para a conservação da fertilidade feminina. Para a medicina veterinária, a criopreservação de tecido 
ovariano tem uma grande importância, sobretudo para animais domésticos pré-púberes de alto valor genético com 
dificuldades reprodutivas ou que venham a óbito (Shaw et al., 2000), bem como para os programas de conservação 
de espécies ameaçadas de extinção. Além disso, os estudos realizados em caprinos e ovinos têm sido amplamente 
utilizados como modelos para aplicabilidade na espécie humana. 
 

Principais resultados da criopreservação de tecido ovariano em ovelhas e cabras 
 

Com base no que foi relatado anteriormente, protocolos estabelecidos para caprinos e ovinos podem ser 
adotados para humanos, um exemplo é o estudo realizado por Donnez et al. (2004), no qual foi relatado o primeiro 
nascimento na espécie humana a partir de tecido ovariano criopreservado e transplantado. Este estudo foi baseado 
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no trabalho de Gosden et al. (1994) na espécie ovina, no qual fragmentos ovarianos foram submetidos à congelação 
lenta e, posteriormente, autotransplantados, gerando o nascimento de um cordeiro. O nascimento de indivíduos 
vivos também foi obtido nessa espécie após o transplante de tecido ovariano vitrificado (Bordes et al., 2005; 
Lornage et al., 2006). Mesmo com esses relatos de nascimentos após transplante, muitas investigações recentes vêm 
direcionando a sua atenção para o cultivo in vitro de folículos pré-antrais criopreservados, uma vez que reduzem o 
risco de reintrodução de células cancerosas, nos casos de transplante de tecido ovariano em mulheres após 
tratamento contra câncer Estudos com cultivo in vitro de folículos pré-antrais ovinos vitrificados culminaram com 
resultados importantes, como a maturação in vitro de oócitos provenientes desses folículos (Lunardi et al., 2017). No 
entanto, a taxa de sucesso, ou seja, de oócitos maturos ainda é muito baixa (20%), o que pode ser uma ineficiência 
do próprio sistema de cultivo in vitro para folículos pré-antrais, aliado aos danos causados aos folículos durante a 
criopreservação do tecido ovariano. 

Visando otimizar os resultados pós-criopreservação, nossa equipe tem tentado diferentes abordagens, 
dentre elas, a redução de danos causados pelas Espécies Reativas de Oxigênio (Reactive Oxigen Species – ROS) 
mediante a adição de antioxidantes à solução de vitrificação. Recentemente, Silva et al. (2018) mostraram que a 
adição de 100 μM/mL do ácido alfa -lipóico (ALA) na solução de vitrificação de tecido ovariano ovino foi capaz de 
reduzir os níveis de ROS e causou menores danos ao DNA dos folículos pré-antrais. Uma outra abordagem 
envolveu a adição de antioxidantes naturais (anetol e robinina) na solução de vitrificação, na qual observou-se que o 
anetol (2000 μg/mL) conservou a morfologia folicular, enquanto a adição de robinina (0,125 mg/mL) resultou em 
uma capacidade antioxidante total maior do que aquela observada no ovário vitrificado na ausência dos 
antioxidantes testados (Morais, 2018). 

Em caprinos, o progresso obtido a partir de estudos com criopreservação de tecido ovariano tem sido mais 
modesto. Testando pela primeira vez protocolos de vitrificação para tecido ovariano caprino, Santos et al. (2007b) 
constataram que a viabilidade de folículos pré-antrais caprinos é melhor conservada após vitrificação por superfície 
sólida, usando etilenoglicol e sacarose como agentes crioprotetores. Um estudo realizado por nossa equipe, em 
2018, demonstrou o desenvolvimento folicular após autotransplante de tecido ovariano vitrificado (Donfack et al., 
2018). Nesse estudo foi utilizado o dispositivo para a vitrificação denominado Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), 
desenvolvido e testado pela primeira vez por Carvalho et al. (2013). Esse dispositivo mostrou ser efetivo para a 
conservação da sobrevivência folicular avaliada em termos de ultraestrutura, fragmentação de DNA e detecção de 
danos ao DNA (Faustino et al., 2015). Também com o objetivo de otimizar os resultados obtidos após a vitrificação 
de ovário caprino, outro estudo conduzido por nossa equipe relatou a adição de polímero sintético (SuperCool 
X1000), como agente crioprotetor extracelular. Nesse estudo, foram observadas taxas de folículos morfologicamente 
normais similares entre o controle (tecido fresco ou não vitrificado) e o tecido vitrificado (Vizcarra et al., dados não 
publicados). Similarmente ao que foi realizado com ovinos, nós associamos a estratégia da vitrificação do tecido 
ovariano e, em seguida, isolamento dos folículos secundários para cultivo in vitro. Após seis dias de cultivo in vitro, 
os folículos secundários obtidos a partir do tecido ovariano vitrificado apresentaram uma taxa de 74% de antro (Leal 
et al., 2018). Embora tenha sido um estudo preliminar, esse estudo mostrou que folículos pré-antrais foram capazes 
de sobreviver e crescer in vitro após criopreservação do tecido ovariano, revelando que essa estratégia é uma forma 
viável para o aproveitamento do material genético após a morte de um indivíduo. 
 

Principais resultados da criopreservação de folículos pré-antrais em ovelhas e cabras 
 

Estudos realizados com folículos isolados criopreservados têm obtido resultados que, embora discretos, são 
bastante encorajadores. Inicialmente, é preciso ressaltar que a criopreservação de folículos isolados apresenta 
algumas vantagens em relação à criopreservação do tecido ovariano, dentre as quais podemos citar a melhor 
perfusão de agentes crioprotetores; melhor adaptação de protocolos bem como dos tipos e concentrações de agentes 
crioprotetores (Amorim et al., 2003a; Amorim et al., 2004; Devireddy et al., 2006); redução do risco de reintrodução 
de células malignas, uma vez que sua membrana basal os impede de entrar em contato com essas células que podem 
estar presentes no tecido ovariano no sentido de restaurar a fertilidade de pacientes com câncer (Rodgers et al., 
2003). 

A primeira criopreservação bem-sucedida de folículos isolados foi realizada em camundongos, quando 
Carrol et al. (1990) obteve descendentes após o isolamento de folículos seguido de criopreservação, cultivo, 
maturação e fertilização in vitro. Desde então, a criopreservação de folículos isolados tem sido realizada em um 
número muito maior de espécies animais, incluindo caprinos e ovinos. 

Em relação à espécie ovina, um dos primeiros estudos realizado foi o de Amorim et al. (2003b) para avaliar 
a toxicidade de diferentes concentrações de etilenoglicol (EG) sobre a viabilidade de folículos primordiais após 
congelação. Nesse estudo, foi observado que folículos primordiais podem se manter viáveis após criopreservação na 
presença desse crioprotetor, especialmente nas concentrações de 1,0, 1,5 e 2,0 M. Posteriormente, Santos et al. 
(2007a) compararam o efeito do dimetilsulfóxido (DMSO) e do EG sobre esse mesmo parâmetro e observaram que 
após congelação não houve uma redução no número médio de folículos viáveis, no entanto, esse número reduziu 
significativamente após 5 dias de cultivo. 

Avanços importantes foram obtidos por nossa equipe, relacionado ao desenvolvimento de folículos 
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secundários após vitrificação na forma isolada ou inclusos no córtex ovariano. Nesse estudo, foi observado que após 
6 dias de cultivo, a formação de antro e viabilidade folicular foram semelhantes entre os grupos mencionados 
(Lunardi et al., 2015). Posteriormente, nós ampliamos o período de cultivo in vitro dos folículos para 18 dias. Nesse 
estudo, nós aumentamos a taxa de recuperação e viabilidade oocitária, além de verificarmos retomada de meiose, 
após o crescimento de folículos secundários vitrificados (Lunardi et al., 2016). Posteriormente, seguindo a mesma 
estratégia, nós obtivemos oócitos em metáfase II (Lunardi et al., 2017). 

Em relação à espécie caprina, Rodrigues et al. (2005) avaliaram a viabilidade de folículos primordiais 
isolados, congelados e cultivados por 24 h, período após o qual foi obtida uma taxa de viabilidade folicular acima de 
60%. Por outro lado, Santos et al. (2008) avaliaram a influência de vários fatores externos para melhorar a 
criopreservação de folículos caprinos em estágios iniciais. Nesse estudo, os folículos foram submetidos a um teste 
de tolerância osmótica na presença de sacarose e EG, seguido de criopreservação pelos métodos de congelação lenta 
e rápida. Assim, foi observado que na presença dos crioprotetores, associados ou não, os folículos mantiveram altos 
percentuais (~80%) de viabilidade. Além disso, após 24 h de cultivo, os folículos criopreservados pelo método de 
congelação lenta mantiveram percentuais de viabilidade (~65%) semelhantes ao observado no controle ou folículos 
não vitrificados. 
 

Considerações finais 
 

De acordo com o que tem sido observado na literatura, a criopreservação de folículos pré-antrais seguida ou 
não de cultivo in vitro ou transplante representa uma excelente alternativa para a conservação da fertilidade e 
capacidade reprodutiva de caprinos e ovinos. A associação destas técnicas poderá consolidar-se em uma ferramenta 
para auxiliar no desenvolvimento de protocolos que poderão ser adotados para a espécie humana, mas, sobretudo, 
para conservar espécies ou raças de animais ameaçados de extinção ou mesmo de animais geneticamente valiosos. 
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