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RESUMO 
 

Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações do 

fator de crescimento do nervo (NGF), fator de crescimento de fibroblasto-10 (FGF-10) e 

insulina na sobrevivência, ativação e crescimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos 

cultivados inclusos em fragmentos de tecido ovariano, e 2) investigar os efeitos da insulina 

sozinha ou em combinação com o hormônio folículo estimulante (FSH) sobre a sobrevivência, 

formação de antro, crescimento folicular e competência para a retomada da meiose de oócitos 

oriundos de folículos secundários caprinos isolados e crescidos in vitro, bem como avaliar os 

níveis de secreção de estradiol e RNAm para os receptores de FSH (FSHR), insulina (INSR) e 

aromatase P450 (P-450AROM) em folículos caprinos cultivados in vitro através da técnica de 

ensaio imunoenzimático e RT-PCR em tempo real, respectivamente. Para o cultivo in situ, 

fragmentos de córtex ovariano foram cultivados in vitro por um ou sete dias em α-MEM+ 

sozinho ou adicionado de diferentes concentrações de NGF e de FGF-10 (1, 10, 50, 100 ou 200 

ng/mL), bem como de insulina (5, 10 ng/mL e 5, 10 µg/mL). Antes e após cultivo, os 

fragmentos foram analisados por histologia, microscopia eletrônica de transmissão e 

microscopia de fluorescência, e os folículos foram classificados de acordo com o estádio de 

desenvolvimento (primordiais, transição, primários e secundários), bem como em normais ou 

atrésicos. Além disso, os diâmetros oocitário e folicular também foram avaliados. Com relação 

ao cultivo de folículos isolados, folículos secundários avançados foram microdissecados e 

cultivados por 18 dias em α-MEM+ suplementado com diferentes concentrações (5, 10 ng/mL e 

10 µg/mL) de insulina contendo ou não FSH adicionado de maneira sequencial. Para os 

experimentos in situ, os resultados mostraram que após sete dias de cultivo, 1 ng/mL de NGF 

promoveu a manutenção da ultraestrutura folicular. A adição de 50 ng/mL de FGF-10 ao meio 

manteve a viabilidade e promoveu o crescimento folicular in vitro. Além disso, a utilização de 

10 ng/mL de insulina promoveu a sobrevivência, a ativação e o crescimento folicular e 

oocitário. Após o cultivo dos folículos isolados, observou-se que 10 ng/mL de insulina em 

combinação com FSH foi mais eficiente na promoção de retomada da meiose de oócitos 

oriundos de folículos pré-antrais, além de manter a sobrevivência, estimular o crescimento 

folicular e aumentar a expressão de RNAm para INSR e P-450AROM e a secreção de estradiol. 

Em conclusão, os resultados deste estudo mostraram que a utilização de NGF (1 ng/mL), FGF-

10 (50 ng/mL) e insulina (10 ng/mL) promove a manutenção da sobrevivência folicular e/ou o 

desenvolvimento dos folículos pré-antrais caprinos. Além disso, a associação de insulina e FSH 

assegurou o crescimento de folículos secundários caprinos, aumentaram os níveis de RNAm 



11 
 

para INSR e P-450AROM, bem como a secreção de estradiol em folículos ovarianos caprinos 

cultivados. 

 

Palavras-chave: NGF. FGF-10. Insulina. Oócito. Cabra. 
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ABSTRACT 

 

The objectives of this study were: 1) to evaluate the effect of adding of different concentrations 

of nerve growth factor (NGF), fibroblastic growth factor-10 (FGF-10) and insulin on the 

survival, activation and in vitro growth of caprine preantral follicles cultured enclosed in the 

ovarian tissue fragments, and 2) to investigate the effects of insulin alone or in combination 

with follicle stimulating hormone (FSH) on survival, antrum formation, follicular growth and 

competence to resumption of meiosis in oocytes from secondary follicles isolated from goats in 

vitro grown, as well as to assess the levels estradiol secretion and of mRNA for FSH receptor 

(FSHR), insulin (INSR) and P450 aromatase (P-450AROM) in goat follicles in vitro culture by 

enzymatic immunoassay and RT-PCR in real time, respectively. To the in situ culture, 

fragments of ovarian cortex were cultured in vitro for one or seven days in MEM+ alone or 

supplemented with different concentrations of NGF and of FGF-10 (1, 10, 50, 100 or 200 

ng/mL), as well as insulin (5, 10 ng/mL and 5, 10 µg/mL). Before and after culture, the 

fragments were analyzed by histology, transmission electron microscopy and fluorescent 

microscopy, and the follicles were classified according to their stage of development 

(primordial, intermediate, primary and secondary), as well as normal or atretic. Moreover, the 

oocyte and follicle diameters were also evaluated. With regard to isolated culture, advanced 

secondary follicles were microdissected and cultured for 18 days in α-MEM+ supplemented 

with different concentrations (5, 10 ng/mL and 10 µg/mL) of insulin with or without FSH 

added sequentially. To the in situ experiments, the results showed that after seven days of 

culture, 1 ng/mL NGF promoted the maintenance of follicular ultrastructure. The addition of 50 

ng/mL FGF-10 to the medium maintained the viability and promoted the growth in vitro. 

Moreover, the use of 10 ng/mL insulin promoted the follicular survival, activation and follicular 

and oocyte growth. After culture of isolated follicles, it was observed that 10 ng/mL of insulin 

in combination with FSH was more efficient in promoting oocyte meiosis resumption from goat 

preantral follicles, besides maintaining the survival, stimulate follicular development and 

increase the expression of mRNA for INSR and P-450AROM and estradiol secretion. In 

conclusion, our results showed that the use of NGF (1 ng/mL), FGF-10 (50 ng/mL) and insulin 

(10 ng/mL) promote the maintenance of survival and/or development of goat preantral follicles. 

Furthermore, the combination of insulin and FSH ensured the growth of goat secondary 

follicles, increased levels for INSR and P-450AROM mRNA, as well as estradiol secretion in 

goats ovarian follicles cultured. 
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Figure 2. Percentage (mean ± SD) of morphologically normal preantral follicles in the fresh 

control (noncultured) and after in vitro culture for 1 or 7 days in the absence or presence of 

NGF (concentrations in ng/mL indicated at the bottom of the figure). *p<0.05 compared with 
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Grb2-SOS  : Grb2-SOS complex (complexo Grb2-SOS) 

GSCs   : Germline stem cells (células-tronco germinativas) 

GTP   : Guanosine triphosphate (guanosina trifosfato) 
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KL   : Kit ligand 
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LAMOFOPA : Laboratório de Manipulação de Oócitos e Folículos Ovarianos Pré-Antrais 

LH   : Luteinizing hormone (hormônio luteinizante) 

LHX8   : LIM-homeobox protein 8  

LIF   : Leukemia inhibitory factor (fator inibidor de leucemia) 

Lys64   : Lisina 64 

m   : Mitochondria (mitocôndria) 

M   : Molar 

MAPK  : Mitogen-activated protein kinase (proteína quinase mitogenicamente ativada) 

MCI   : Massa celular interna 

MEK   : MAPK/extracellular protein kinase (proteína quinase extracelular/MAPK) 

MEM  : Minimal essential medium (meio essencial mínimo) 

MEM+  : Supplemented minimal essential medium (meio essencial mínimo 

suplementado) 

MET   : Microscopia eletrônica de transmissão 

mg  : Miligrama 

MI  : Metaphase I (metáfase I) 

MII  : Metaphase II (metáfase II) 

MMPs  : Matrix metalloproteinases (matriz de metaloproteinases) 

min.  : Minutes (minutos) 

MIV   : Maturação in vitro 

mL   : Mililitro 
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mM   : Milimolar 

mm   : Milímetros 

mm³   : Milímetro cúbico 

MOIFOPA  : Manipulação de oócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais 

mOsm/L : Miliosmol/litro 

mRNA  : Ribonucleic acid mensseger (ácido ribonucléico menssageiro)  

mTORC  : Mammalian target of rapamycin complex (proteína alvo da rapamicina em 

mamíferos) 

mv  : Microvilli (microvilo) 

N  : Nucleus (núcleo) 

n  : Número 

Na+  : Íon sódio 

NCSU23 : North Carolina State University Medium-23 (meio 23 da Universidade Estadual 

do Norte da Carolina) 

ne  : Nuclear envelope ( envelope nuclear) 

NFκB : Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (factor nuclear 

kappa B)  

ng   : Nanograma 

NGF  : Nerve growth factor (fator de crescimento do nervo) 

nm   : Nanômetros 

Nobox  : Newborn ovary homeobox gene (gene Nobox) 

NT  : Neurotrophins (neurotrofinas) 

NT-3/-4 : Neurotrophin-3/-4 (neurotrofina -3/-4) 

NTF5  : Neurotrophin 5 (neurotrofina tipo 5)  

nu   : Nucleolus (nucléolo) 

Nu   : Oocyte nucleus (núcleo do oócito) 

O   : Oocyte (Oócito) 

OCT4  : Octamer-binding transcription factor-4 (octâmero ligado ao factor de 

transcrição 4) 

P < 0.05 : Probabilidade de erro menor do que 5% 

P > 0.05 : Probabilidade de erro maior do que 5% 

p.  : Página 

p21ras  : Proto-Oncogene Protein (proteína oncogênica p21) 

P4  : Progesterone (progesterona) 
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P-450AROM  : Enzyme aromatase P450 (enzima P450 aromatase) 

p75   : Low-affinity NGF receptor (receptor para NGF de baixa afinidade) 

PAS   : Periodic acid Schiff (ácido periódico de Schiff) 

PBS  : Phosphate buffer solution (tampão fosfato salino) 

PCNA  : Proliferative nuclear cell antigen (antígeno nuclear de proliferação celular) 

PCR  : Polymerase chain reaction (reação em cadeia da polimerase) 

PDGF  : Plaquet derived growth fator (fator de crescimento derivado de plaquetas) 

Pg  : Picogramas 

PGE   : Prostaglandina E 

pH  : Potencial hidrogeniônico 

PI3K   : Phosphatidylinositol-3 kinase (fosfatidilinositol 3-quinase)  

PIVE   : Produção in vitro de embrião 

PKB  : Protein kinase B (proteína quinase B) 

PKC/ PKCδ : Protein kinase C/C delta (proteína quinase C/C delta) 

PLCy1  : Phospholipase C-gamma1 (fosfolipase C-gama1) 

PLCγ  : Phospholipase C gamma (fosfolipase C-γ) 

PMCA  : Plasma membrane calcium ATPase (membrana plasmática cálcio ATPase) 

POU5F1  : Pituitary octamer neural unc domain, class 5, transcription factor 1 (octâmero 

neural-ligado ao factor de transcrição 1) 

PPGCV : Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias 

PS   : Peptídeo sinal 

PTB  : Phosphotyrosine binding (fosfotirosina de ligação) 

PtdIns (3,4,5)P3: Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato) 

PTEN  : Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 (homólogo da 

fosfatase e tensina deletado no cromossomo 10)  

PTP  : Protein tirosina phosphatase (proteína tirosina fosfatase) 

qPCR : Real-time Polymerase chain reaction (reação de cadeia polimerase em tempo 

real) 

qRT-PCR  : Quantitative reverse transcription-polimerase chain reaction (reação em cadeia 

polimerase-transcrição reversa quantitativa)  

Rac : Ras-related C3 botulinum toxin (Ras-relacionada ao substrato C3 da Toxina 

botulínica 1) 

Raf  : Protein (Ser/Thr) kinase (quinase específica para Ser/Thr) 

Ras  : RAt Sarcoma vírus (vírus do sarcoma de ratos) 
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RENORBIO  : Rede Nordeste de Biotecnologia 

Rho  : Ras-homologous (homólogo do Ras) 

RNA  : Ribonucleic acid (ácido ribonucléico) 

RNAase : Enzima ribonuclease 

RNAm  : Ribonucleic acid messenger (ácido ribonucléico mensageiro)  

RT  : Room temperature (temperatura ambiente) 

RT-PCR  : Reverse transcription- polimerase chain reaction (reação em cadeia polimerase 

- transcriptase reversa) 

s  : Sense (senso)  

SAS  : Statistical analysis system (sistema de análise estatística) 

SBAC   : Solução a base de água de coco 

SD   : Standard deviation (desvio padrão) 

SEM  : Standard error of means (erro padrão da média) 

ser   : Smooth endoplasmic reticulum (retículo endoplasmático liso) 

Ser  : Serine (serina) 

SH2  : Src homology 2 domain (domínio Src de homologia 2) 

SH3   : Src homology 3 domain (domínio Src de homologia 3) 

Shc   : Insulin binding molecule (molécula de ligação da insulina) 

SMADs  : Downstream intracellular signalling molecules (moléculas de sinalização 

intracellular) 

SNK : Student’s-Neuman-Keuls  

SNT : Suc1-associated neurotrophic factor target (proteína alvo Suc1 associada ao 

fator neurotrófico) 

SOF   : Synthetic oviductal fluid (fluido sintético do oviduto) 

SOS  : Son of sevenless (fator de troca do nucleotídeo guanina) 

Src  : Proteína tirosina-quinase citoplasmática 

STMN1 : Stathmin 1/oncoprotein 18 (oncoproteína 18 stathmin 1) 

tc  : Theca cells (células da teca) 

TCM 199 : Tissue Culture Medium 199 (meio de cultivo tecidual 199) 

TEM   : Transmission electron microscopy (microscopia eletrônica de transmissão) 

TGF- α  : Transforming growth factor-α (fator de crescimento transformante- α) 

TGF-  : Transforming growth factor- (fator de crescimento transformante-) 

Thr  : Threonine (treonina) 

TNF  : Tumor necrosis fator (fator de necrose tumoral)  
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Trk   : Tyrosine kinase (tirosina quinase) 

TrkA/B : Tyrosine kinase receptor A/B (receptor tirosina quinase A/B) 

TSC1   : Tuberous sclerosis protein 1 (proteína de esclerose tuberosa 1) 

TSC2   : Tuberous sclerosis protein 2 (proteína de esclerose tuberosa 2) 

T1/2/3  : Tratamento 1/2/3 

UECE   : Universidade Estadual do Ceará 

UFC   : Universidade Federal do Ceará 

UI   : Unidades internacionais 

UnB   : Universidade de Brasília 

UNESP : Universidade Estadual Paulista 

USA  : United States of America (Estados Unidos da América) 

V   : Vacuoles (vacúolos) 

v:v  : volume/volume 

v/ve   : Vesicles (vesículas) 

VEGF   : Vascular endotelial growth factor (fator de crescimento do endotélio vascular) 

VG   : Vesícula germinativa 

VIP  : Vasoactive intestinal peptide (peptídeo intestinal vasoativo) 

x  : Vezes (aumento) 

y   : Year (ano de idade)  

ZP   : Zona pellucida (zona pelúcida) 

α  : Alpha (alfa)  

α2β2   : Proteína heterotetramérica  

α-MEM  : Alpha minimal essential medium (meio essencial mínimo alfa) 

α-MEM+  : Supplemented alpha minimal essential medium (meio essencial mínimo alfa 

suplementado) 

β   : Beta 

γ  : Gamma (gama) 

µM   : Micromolar 

%  : Percentage (porcentagem) 

g  : Micrograma 

L  : Microlitro 

m  : Micrômetro 

~  : Aproximadamente 

<  : Menor que 
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>  : Maior que 

±  : Mais ou menos 

°C  : Graus Celsius 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O rebanho de caprinos no Brasil atinge a cifra de 9.450.312 cabeças, sendo destas 

8.788.790 (93%) localizadas na região Nordeste do país (IBGE, 2009). Apesar de deter 

praticamente todo o rebanho caprino, o Nordeste ainda necessita de pesquisas e tecnologia para 

minimizar a relação custo/benefício do sistema de produção, estimulando o desenvolvimento da 

caprinocultura e criando novas possibilidades de agronegócio. Nesse sentido, as pesquisas 

realizadas durante as duas últimas décadas têm criado oportunidades extraordinárias para a 

reprodução animal e proporcionado uma grande revolução na multiplicação de animais de 

elevado potencial econômico.  

As biotécnicas reprodutivas, tais como a inseminação artificial, sincronização de estro, 

fecundação in vitro e transferência de embriões são as mais largamente conhecidas e utilizadas 

(TROUNSON et al., 1998). No entanto, essas biotécnicas utilizam apenas uma pequena parcela 

de todo o potencial reprodutivo de que uma fêmea dispõe, uma vez que o ovário mamífero 

mantém a sua fertilidade na forma de um estoque de oócitos imaturos inclusos em milhares de 

folículos pré-antrais, que na grande maioria irão se tornar atrésicos durante as fases de 

crescimento e maturação, caso nenhuma medida interventiva seja adotada. Desta forma, com o 

propósito de melhorar o aproveitamento do potencial reprodutivo das fêmeas é que vem sendo 

aprimorada e difundida nos últimos anos a biotécnica de manipulação de oócitos inclusos em 

folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA), também denominada de ovário artificial 

(FIGUEIREDO et al., 2008). A biotécnica de MOIFOPA compreende as etapas de isolamento, 

preservação (resfriamento e congelamento) e cultivo in vitro de folículos pré-antrais e tem o 

objetivo de recuperar um grande número de oócitos inclusos nesses folículos e cultivá-los in 

vitro até sua completa maturação (FIGUEIREDO et al., 1997). Além disso, em associação com 

outras tecnologias reprodutivas como a fecundação in vitro e a transferência de embriões, a 

MOIFOPA poderá não somente otimizar, como também conservar o material genético de 

animais valiosos e espécies em vias de extinção (CELESTINO et al., 2009a). 

Visto que os caprinos são considerados economicamente atrativos para a região 

Nordeste, por serem importantes fontes de alimento e renda, a proposta para o desenvolvimento 

de um sistema de cultivo folicular bem estabelecido nesta espécie, bem como o estudo de 

fatores envolvidos neste processo é de fundamental importância. Esse sistema de cultivo 

permitirá a manutenção da fertilidade das fêmeas, através do fornecimento de oócitos para 

tecnologias de reprodução assistida, bem como para aprofundar a compreensão das interações 

oócito/células somáticas em espécies de crescimento folicular prolongado (McLAUGHLIN et 
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al., 2010). Desta forma, a identificação de fatores produzidos localmente em folículos ovarianos 

caprinos, bem como a avaliação do efeito destes fatores sobre o crescimento e a maturação 

oocitária poderá contribuir para uma melhor compreensão da foliculogênese. Várias pesquisas 

com cultivo in vitro de folículos pré-antrais revelaram importantes fatores de crescimento e 

hormônios envolvidos no desenvolvimento folicular (NILSSON; DETZEL; SKINNER, 2006; 

PICTON et al., 2008). Dentre estes, destacam-se o fator de crescimento do nervo (NGF), o fator 

de crescimento de fibroblasto-10 (FGF-10) e a insulina. Diversas pesquisas, em outras espécies, 

têm sugerido que essas substâncias exercem importantes papéis no controle da foliculogênese 

inicial, atuando na esteroidogênese (GREISEN; LEDET; OVESEN, 2001), ativação 

(SKINNER, 2005), crescimento (OJEDA et al., 2000) e/ou inibição da atresia folicular 

(FORTUNE, 2003). Assim, a elucidação dos efeitos dessas substâncias sobre o 

desenvolvimento folicular em caprinos tornou-se o alvo de estudo da presente tese.  

No decorrer deste trabalho, serão abordados aspectos relacionados à foliculogênese, 

classificação dos folículos ovarianos, população e atresia folicular, cultivo in vitro de folículos 

pré-antrais (modelo de cultivo de folículos in situ e isolados), sistemas de cultivo in vitro para o 

desenvolvimento de oócitos imaturos de mamíferos, estado atual do cultivo in vitro de folículos 

pré-antrais, principais técnicas para avaliação dos folículos cultivados e importância da 

composição do meio de cultivo sobre o desenvolvimento folicular, com enfoque para os fatores 

e hormônios avaliados na presente tese, que serão melhor detalhados nos capítulos 

subsequentes.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. O ovário de mamíferos 

 

O ovário mamífero é um órgão pertencente ao sistema reprodutor feminino e constituído 

por duas regiões distintas: a medular e a cortical. A região medular é responsável pela 

sustentação e nutrição do ovário, e na maioria das espécies, consiste na porção interna do 

ovário, sendo composta por tecido conjuntivo, nervos, artérias e veias. A região cortical, por 

sua vez, apresenta uma composição altamente organizada de células germinativas (oócitos) e 

células somáticas (células da granulosa, da teca e do estroma), cujas interações determinam a 

formação e o desenvolvimento dos folículos (Figura 1; McGEE; HSUEH, 2000). Outra 

estrutura que se localiza na região cortical é o corpo lúteo, que se forma a partir do folículo 

ovariano após a ovulação (RICHARDS; PANGAS, 2010). Todas estas células trabalham em 

conjunto para promover um ambiente ideal para que o ovário exerça as suas funções exócrina 

(liberação de oócitos maturos) e endócrina (produção de hormônios esteroides) (BRISTOL-

GOULD; WOODRUFF, 2006). Assim, as diversas funções do ovário de mamíferos estão 

integradas no processo contínuo de desenvolvimento folicular, ovulação, formação e regressão 

do corpo lúteo, dirigidos por mecanismos de retroalimentação entre o hipotálamo e a hipófise 

(GOUGEON, 2004; LEITÃO et al., 2009).  
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Figura 1. O ovário de mamífero subdividido em duas regiões distintas: córtex e medula. Na 

região medular pode ser observada a presença de vasos sanguíneos e, na região cortical, a 

presença dos diferentes tipos de folículos ovarianos, desde os pré-antrais (primordial, primário e 

secundário) até os antrais (terciário e pré-ovulatório), além de um oócito ovulado e um corpo 

lúteo. 

 

2.2. Células germinativas primordiais: a origem dos oócitos 

 

Os oócitos de mamíferos se desenvolvem a partir de células germinativas primordiais 

(CGP), as quais migram durante o desenvolvimento da gônada primitiva para se tornarem 

oogônias (McLAUGHLIN; McLVER, 2009). 

As CGP são recrutadas a partir do epiblasto proximal para o ectoderma 

extraembrionário sob influência de sinais provenientes de substâncias produzidas localmente 

como as proteínas morfogenéticas ósseas -4 e -8b (BMP-4 e BMP-8b), e ainda da proteína 

morfogenética óssea -2 (BMP-2), derivada do endoderma extraembrionário (YING; ZHAO, 

2001; YING et al., 2001; OHINATA et al., 2009). Além das BMPs, as moléculas sinalizadoras 

dos ligantes das BMPs (SMADs 1 e 5) e do fator de crescimento transformante-β (TGF-β), 
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(SMADs 2 e 3), o fator inibidor de leucemia (LIF) e outros fatores repressores e reguladores 

transcricionais estão envolvidos na formação e proliferação das CGPs (OKTEN, URMAN, 

2010). O aparecimento da competência das CGP é marcado pela expressão, sobre as células 

germinativas, de uma proteína transmembranar interferon-induzível denominada fragilis. A 

proteína fragilis posteriormente induz a expressão do gene stella, que é expresso 

exclusivamente em uma linhagem restrita de células germinativas. O gene stella permite então 

que as CGP escapem do destino de se diferenciarem em células somáticas e assim mantenham 

sua capacidade de pluripotência à medida que migram através do mesentério do intestino 

posterior até chegar à gônada primitiva (SAITOU; BARTON; SURANI, 2002; LANGE et al., 

2003). Os genes, fatores de transcrição e vias de sinalização que estão envolvidos na formação 

das células germinativas são resumidos na Tabela 1. 
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Tabela 1. Os genes e padrões de sinalização que estão envolvidos na formação das células 

germinativas. 

 
Adaptado de OKTEM; URMAN, 2010. 

 

Uma vez na gônada, as CGP sofrem uma intensa proliferação devido a sua alta taxa de 

mitose oogonial. No entanto, no final do período gestacional, a taxa de mitose reduz 

progressivamente e de forma concomitante com o aumento na taxa de atresia oogonial. 

Hipoteticamente, de 1 milhão de células germinativas presentes em um ovário de uma fêmea 

recém-nascida, somente 3.000 – 4.000 chegarão à puberdade. A grande maioria das CGP 

sofrerá atresia, e menos de 1% (~ 300 folículos) atingirá o estado ovulatório antes do 

esgotamento da reserva ovariana (OKTEM; OKTAY, 2008).  

Quando as CGP chegam às gônadas primitivas ocorre o aumento da atividade mitótica 

das mesmas, as quais se diferenciam em oogônias. Essas oogônias passam por várias divisões 

mitóticas antes de iniciar a meiose. A atividade mitótica das oogônias é o principal 

determinante do pool de oócitos e junto com a atresia oogonial determinam a formação da 

reserva ovariana final. Nas últimas divisões mitóticas, antes do início da meiose, ocorre a 

formação de um sincício (ninhos de oogônias), em que as oogônias são interligadas umas as 

outras por suas membranas celulares e por uma ponte citoplasmática, a qual é formada por uma 

citocinese incompleta durante a divisão celular. Quando as oogônias estão conectadas por essas 
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pontes citoplasmáticas, a meiose se inicia simultaneamente, o que sugere que o início da meiose 

ocorre devido a uma melhor propagação do sinal favorecido pela formação dessas pontes. O 

início da síntese de DNA premeiótico marca o fim do estágio oogonial, e após esse evento as 

células germinativas passam a ser chamadas de oócitos primários (OKTEM; URMAN, 2010). 

Vale ressaltar que a entrada do oócito na primeira divisão meiótica começa bem antes da 

formação do folículo ovariano.  

Em seguida, os oócitos perdem suas pontes intercelulares e são circundados por uma 

camada de células da pré-granulosa, as quais podem ser derivadas do mesonefro ou do epitélio 

da superfície ovariana (McNATTY et al., 2000). Uma vez que o oócito é circundando pelas 

células somáticas, ocorre uma parada da meiose no estágio de diplóteno da prófase I, também 

conhecido como estágio de vesícula germinativa da prófase I (oócito primário; PICTON; 

BRIGGS; GOSDEN, 1998; SUH et al., 2002). Nessa fase as células da pré-granulosa param de 

se multiplicar e entram num período de quiescência (SAWYER et al., 2002) juntamente com o 

oócito, dando início à foliculogênese, com a formação dos primeiros folículos ovarianos (Figura 

2). A progressão da divisão meiótica ocorre somente na puberdade, com a liberação do pico 

pré-ovulatório de LH, formação dos oócitos secundários e outra parada da meiose na fase de 

metáfase II (HUTT; ALBERTINI, 2007). A meiose será retomada novamente somente após a 

fecundação do oócito pelo espermatozoide, originando o oócito haploide fecundado, e 

marcando assim o fim da oogênese (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006; FIGUEIREDO 

et al., 2008). 

 
 

Figura 2. Formação de folículos primordiais. (I) Ninhos de células germinativas; (II) Invasão 

das células somáticas (pré-granulosa) causando o rompimento do sincício (ninho) acompanhado 
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por uma intensa apoptose oocitária; (III) as células germinativas sobreviventes, no estágio de 

prófase I (oócitos primários), são circundadas por uma camada de células da pré-granulosa e 

por uma membrana basal, formando os folículos primordiais. Adaptado de EPIFANO; DEAN, 

2002. 

 

2.3. Caracterização estrutural dos folículos ovarianos e regulação da foliculogênese  

 

Como visto anteriormente, a unidade folicular é constituída por um oócito circundado 

por células somáticas (granulosa e/ou tecais), que interagem entre si, promovendo a 

funcionalidade do folículo (Figura 3; EPPIG; WIGGLESWORTH; PENDOLA, 2002; 

MATZUK et al., 2002). Esse folículo é a unidade morfológica e funcional do ovário mamífero, 

o qual proporciona um ambiente ideal para a manutenção da sobrevivência, o crescimento e 

maturação do oócito (CORTVRINDT; SMITZ, 2001). 

 
 

Figura 3. Desenho esquemático dos compartimentos foliculares (oócito, células da granulosa e 

da teca) e o estroma ovariano. 

 

Na maioria das espécies mamíferas, o desenvolvimento de folículos e oócitos passam 

por uma sequência de eventos característicos que inicia com a formação do ovário logo após a 

concepção e termina com a ovulação de um oócito fertilizável com núcleo em metáfase II após 

a puberdade, em um processo denominado foliculogênese (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; 

GOUGEON, 2010; ZHANG et al., 2010b). 
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Durante a foliculogênese, a morfologia folicular é alterada, uma vez que o oócito cresce 

e as células circundantes se multiplicam e diferenciam (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 

2006), dando origem a diferentes tipos foliculares. De acordo com o grau de evolução, os 

folículos podem ser classificados como pré-antrais ou não cavitários (primordiais, transição, 

primários e secundários) e antrais ou cavitários (terciários e pré-ovulatórios) (Figura 4; 

DRIANCOURT, 2001; SILVA et al., 2005). Vale ressaltar que os folículos pré-antrais 

representam 90% da população folicular e são responsáveis pela renovação contínua de 

folículos antrais no ovário (KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2006). A regulação do 

desenvolvimento folicular consiste hoje em um dos maiores enigmas relacionados à 

reprodução, haja vista que este é um evento complexo que envolve fatores endócrinos, 

parácrinos e autócrinos. Esses fatores são coordenados de maneira estágio-específica a fim de 

melhorar o entendimento da fisiologia ovariana e controlar os vários processos fisiológicos, 

entre eles a proliferação e diferenciação de células foliculares, esteroidogênese, vascularização 

e atresia folicular (WEBB et al., 2003; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004; FORTUNE; RIVERA; 

YANG, 2004). 

 

 
 

Figura 4. Classificação folicular de acordo com o grau de evolução, evidenciando os folículos 

inseridos no tecido ovariano (in situ) e os isolados. 
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Ao longo das últimas décadas, uma série de estudos trouxe avanços na compreensão da 

biologia das células germinativas e somáticas que compõem os folículos ovarianos. Tais 

estudos têm mostrado que o desenvolvimento folicular pode ser subdividido em fases distintas, 

caracterizadas por mudanças morfológicas, e por alterações no padrão de sinalização e de 

expressão gênica que determinam as diferentes necessidades foliculares em cada fase: a) de 

primordial para primário, b) de primário para secundário, c) de secundário para folículo 

terciário e d) destes para os folículos pré-ovulatórios.  

 

2.3.1 Formação do folículo primordial 

 

A foliculogênese se inicia com o recrutamento de células da pré-granulosa para o oócito, 

a fim de formar os primeiros folículos que aparecem nos ovários de mamíferos, os quais são 

denominados folículos primordiais (McLAUGHLIN; McLVER, 2009). Os folículos 

primordiais consistem de um oócito que se encontra na fase de diplóteno da meiose I, que é 

circundado por uma única camada de células da pré-granulosa de morfologia pavimentosa 

(ADHIKARI; LIU, 2009). Estudos transcriptômicos em roedores têm identificado uma 

variedade de genes envolvidos na formação do folículo primordial, tais como o fator de 

linhagem germinal alfa (Figα ou Fig1α), as proteínas zona, as enzimas meiose-específicas e os 

fatores neurotróficos (OKTEM; URMAN, 2010). 

O gene Fig1α é expresso pelo oócito durante o estágio embrionário (SOYAL; AMLEH; 

DEAN, 2000). Estudos mais recentes têm revelado que o Figlα regula a foliculogênese inicial 

aumentando diversos outros genes, incluindo o POU5F1. O POU5F1 (ou OCT4) é um fator 

transcricional cujo principal alvo não é conhecido e o papel dele na oogênese tem sido 

recentemente descrito (PANGAS; RAJKOVIC, 2006). Ele é expresso nas CGP até elas 

migrarem para a gônada primitiva e a expressão é então reprimida após o início da prófase I 

meiótica no oócito, voltando a ser reexpresso após o nascimento, o que coincide com o período 

de crescimento do oócito (PARFENOV et al., 2003). Pouco é conhecido sobre o papel do 

POU5F1 no ovário pós-natal, contudo camundongos nocauteados para esse fator nas CGP 

demonstraram a sua importância na sobrevivência dessas células, uma vez que na sua ausência 

nenhum folículo foi encontrado no ovário, o que foi atribuído a uma apoptose prematura das 

CGP antes da colonização da gônada (KEHLER et al., 2004). Outro fator que vem 

demonstrando importância neste processo é o LHX8. Esse fator está envolvido no padrão de 

formação e sobrevivência do folículo primordial, sendo preferencialmente expresso no oócito 
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de camundongos fêmeas. Foi observado que camundongos fêmeas nocauteadas para esse fator 

perderam todos os folículos primordiais na primeira semana de vida (CHOI et al., 2008).  

Outras substâncias importantes e que podem estar envolvidas na sinalização entre CGP e 

células somáticas no momento da formação dos folículos primordiais são as neurotrofinas. Essa 

afirmativa está baseada nas mudanças observadas no padrão de expressão da neurotrofina 4 e 

do seu receptor de alta afinidade (Trk) ao longo do desenvolvimento em oócitos de humanos e 

ovários murinos (ANDERSON et al., 2002). Estudos in vitro têm sugerido que o fator de 

crescimento do nervo (NGF) pode estar envolvido não apenas na inervação ovariana, mas 

também na formação folicular em ratas e camundongos fêmeas (OJEDA et al., 2000). Além 

disso, o NGF participa do processo de diferenciação de células mesenquimais, as quais darão 

origem aos folículos primordiais em camundongos fêmeas (DISSEN et al., 2001). A revisão de 

literatura apresentada no Capítulo 2 desta Tese abordará os detalhes sobre a ação do NGF na 

foliculogênese inicial. 

Ainda não está completamente esclarecido a respeito de quando os folículos primordiais 

aparecem pela primeira vez no ovário. No entanto, alguns relatos mostraram que o primeiro 

folículo primordial em fetos humanos é formado em torno de 15-22 semanas de gestação, 

quando os oócitos são delimitados por uma única camada de células da pré-granulosa 

(MAHESHWARI; FOWLER, 2008). Este processo continua até logo após o nascimento 

(McGEE; HSUEH, 2000), e os oócitos que não estão inclusos em folículos primordiais são 

perdidos, presumivelmente por apoptose (PEPLING; SPRADLING, 2001). 

Em ruminantes e primatas, a formação de folículos primordiais, os quais representam 

95% do total de folículos pré-antrais presentes no ovário, começa durante o desenvolvimento 

fetal e ocorre durante um longo período de tempo (FORTUNE et al., 2000; SMITZ; 

CORTVRINDT, 2002). Em caprinos especificamente, esse processo ocorre por volta do 62º dia 

de vida fetal (JUENGEL et al., 2002a). Em contraste, em ratos e camundongos, a formação de 

folículos primordiais ocorre dentro de poucos dias após o nascimento (HIRSHFIELD, 1991).  

A ativação de alguns folículos primordiais começa logo após a sua formação, o que dá 

origem a primeira onda de folículos antrais por volta do 15º dia pós-parto em ratos e 

camundongos (HIRSHFIELD, 1991). Segundo ADHIKARI; LIU (2009), embora teoricamente 

todos os folículos primordiais tenham o potencial para crescer, amadurecer e ovular, isto não 

acontece na realidade, uma vez que cada folículo primordial pode ter três destinos possíveis: (i) 

permanecer em repouso, ou seja, em estágio de quiescência por diferentes períodos de tempo 

durante a vida reprodutiva, em que as células da pré-granulosa param de se multiplicar, até 

receberem estímulos para entrar no pool de crescimento, (ii) ser ativado e entrar para o pool de 
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folículos em crescimento, podendo numa fase posterior do desenvolvimento sofrer atresia ou 

ovulação; ou (iii) sair da quiescência direto para a atresia, contribuindo para o envelhecimento 

reprodutivo feminino (McGEE; HSUEH, 2000; BROEKMANS et al., 2007). Uma vez 

formado, o pool de folículos primordiais serve como uma fonte de desenvolvimento de 

folículos e oócitos que declina com a idade (HANSEN et al., 2008). 

 

2.3.2. Transição de folículos primordiais para primário 

 

O início do crescimento folicular, também conhecido como ativação, é um processo que 

ocorre através da passagem dos folículos quiescentes para as diferentes fases de crescimento 

(transição, primário, secundário, terciário e pré-ovulatório) (RÜSSE, 1983), sendo considerado 

o maior evento biológico que controla o potencial reprodutivo das fêmeas (McLAUGHLIN; 

McIVER, 2009). As características morfológicas que marcam o início do crescimento dos 

folículos primordiais incluem o aumento do diâmetro oocitário, proliferação das células da 

granulosa e transformação da morfologia destas células de pavimentosas para cúbicas. Durante 

esta fase, os folículos que apresentam uma camada com células da granulosa pavimentosas e 

cúbicas são denominados folículos de transição (SILVA et al., 2004b). A diferença na 

morfologia das células da granulosa pode ser devido à sua origem, isto é, originadas a partir do 

epitélio germinativo ou mesonefro (McNATTY et al., 2000; JUENGEL et al., 2002b) ou 

mesmo do processo de ativação folicular. Quando o oócito é circundado por uma camada 

completa de células da granulosa de morfologia cúbica, os folículos são denominados primários 

(GOUGEON; BUSSO, 2000). As substâncias e mecanismos responsáveis pela ativação de 

folículos primordiais são pouco conhecidos. Acredita-se que este processo seja regulado por um 

balanço entre fatores inibitórios e estimulatórios originários do ovário (VAN DEN HURK; 

ZHAO, 2005). 

O recrutamento inicial do folículo primordial do pool de reserva é um processo 

independente de gonadotrofinas, em que o folículo poderá se desenvolver até o estágio antral, 

no qual se tornará dependente de FSH. Diversos estudos moleculares com supressão de genes e 

ainda, avaliações no transcriptoma de ovários em diferentes estágios de desenvolvimento, têm 

dado suporte ao fato de que mecanismos de supressão do crescimento folicular influenciam a 

manutenção da dormência dos folículos primordiais (FORTUNE et al., 1998; O´BRIEN; 

PENDOLA; EPPIG, 2003; SCHMIDT et al., 2004). Dentre os fatores estudados, podem ser 

citados um supressor de tumor chamado TSC1 que está envolvido na manutenção da 

quiescência do folículo primordial. A proteína TSC1 é parte de um heterodímero (TSC1/TSC2) 
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que inibe a ativação de um complexo de proteínas quinase (mTORC) que por sua vez, atua no 

crescimento celular (ADHIKARI et al., 2010). A supressão da atividade do complexo mTORC 

pelo gene TSC1-TSC2 nos oócitos, é essencial para a manutenção da quiescência. Por outro 

lado, a elevada atividade do mTORC1 no oócito é necessária para a ativação folicular em 

camundongos fêmeas (ADHIKARI; WALL; ADAMS, 2009). De maneira semelhante ao TSC1, 

o PTEN (homólogo da fosfatase e tensina deletado no cromossomo 10) foi identificado como 

inibidor da ativação de folículos primordiais. Este fator atua como regulador negativo da via de 

sinalização fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), a qual está relacionada com o crescimento 

folicular (REDDY et al., 2008). Além destes, outros fatores supressores de tumores parecem 

estar envolvidos, como o Foxo3a (Forkhead transcription factor) (LIU et al, 2007) e o Foxl2 

(Forkhead box L2), que é importante para a diferenciação de células da pré-granulosa em 

células da granulosa durante a ativação folicular (REDDY; ZHENG; LIU, 2010), e o hormônio 

Anti-Mülleriano (AMH).  

O AMH é um membro da superfamília do fator de crescimento transformante-β (TGF-

β), que tem sido correlacionado com o número de folículos antrais no ovário e o número de 

oócitos recuperados nos programas de reprodução assistida em humanos sendo, portanto, 

considerado um importante marcador da reserva ovariana (EBNER; MOSER; TEWS, 2006). O 

AMH é liberado a partir de células da granulosa de folículos em crescimento e promove a 

inibição, mas não o bloqueio completo, da ativação de folículos primordiais para o pool de 

folículos em crescimento (DURLINGER; VISSER; THEMMEN, 2002). Essa hipótese foi 

confirmada quando se verificou que em camundongos fêmeas, a supressão do gene para AMH 

promoveu uma depleção significativa dos folículos primordiais (DURLINGER et al., 1999).  

Além dos sinais inibitórios que bloqueiam a ativação prematura dos folículos 

primordiais, existem outros sinais que estimulam a transição de folículos primordiais para 

primário, como o gene Nobox (newborn ovary homeo-box), o qual é expresso em células 

germinativas (RAJKOVIC et al., 2004). Um estudo utilizando ratas com nocaute para o gene 

Nobox indicou a importância desse gene na ativação, uma vez que sua ausência interrompeu a 

transição dos folículos primordiais para o estágio primário (RAJKOVIC et al., 2004). Com 

ações coordenadas e sinérgicas, os sinais decorrentes dos diferentes compartimentos foliculares, 

como oócitos e células somáticas (granulosa e teca), e ainda do estroma ovariano, iniciam o 

crescimento dos folículos primordiais. Isto pode explicar o motivo pelo qual os folículos 

primordiais não sobrevivem quando cultivados isoladamente, mas crescem quando cultivados 

inclusos no tecido ovariano (O'BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003). 
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Dentre os fatores estimulatórios, o Kit ligand (KL) produzido pelas células da granulosa 

e seu receptor c-kit, expresso no oócito e células da teca (NILSSON; KEZELE; SKINNER, 

2002; NILSSON; SKINNER, 2004), compõem um sistema de grande importância para a 

promoção da ativação folicular. Além de estimular a ativação, o KL promove o crescimento do 

oócito, bem como o recrutamento e a proliferação das células da teca do estroma circundante 

(NILSSON; SKINNER, 2004). O papel do sistema KL na ativação folicular foi confirmado 

após a injeção de anticorpos contra o c-kit (YOSHIDA et al., 1997) em camundongos fêmeas 

recém-nascidas em que o crescimento folicular foi inibido, bem como após o cultivo de ovários 

de ratas na presença do KL ou de anticorpos contra o c-kit (PARROTT; SKINNER, 1998). 

Aliado a isto, um estudo recente realizado na espécie caprina evidenciou o papel do KL (50 

ng/mL) na ativação folicular, bem como na manutenção da integridade ultraestrutural de 

folículos pré-antrais após cultivo in vitro (CELESTINO et al., 2010a). Além destas evidências, 

tem sido descrito que o AMH reduz a expressão de c-kit em ratas (NILSSON; ROGERS; 

SKINNER, 2007), mostrando que o sistema KL/c-kit desempenha um papel fundamental, se 

não central, no início do crescimento folicular.  

Da mesma forma, vários membros da superfamília TGF-β, como as proteínas 

morfogenéticas ósseas -4, -7 e -15 (BMP-4, -7 e -15) expressas por células do estroma ovariano 

e/ou células da teca (LEE et al., 2001; NILSSON; SKINNER, 2003) e o fator de crescimento e 

diferenciação-9 (GDF-9) expresso em oócitos (VITT et al., 2000) tem um papel importante na 

ativação folicular, uma vez que seu efeito tem sido demonstrado sobre a transição de folículos 

primordiais para primários em camundongos fêmeas (MOORE; SHIMASAKI, 2005) e cabras 

(CELESTINO et al., 2011). Além disso, estudos têm mostrado que injeções de BMP-7 na bursa 

ovariana de ratas reduziram o número de folículos primordiais e concomitantemente 

aumentaram o número de folículos primários, secundários e antrais (LEE et al., 2004). Tendo 

em vista que a BMP-7 é produzida pelas células da teca, tais resultados deixam clara sua ação 

parácrina sobre as células da granulosa de folículos em crescimento. Ovelhas com mutações 

inativadoras no gene Bmp-15 são inférteis, tendo o desenvolvimento bloqueado em estágio de 

folículo primordial (HANRAHAN et al., 2004). As células tecais/intersticiais produzem BMP-4 

e a exposição de ovários a anticorpos neutralizantes para BMP-4 resultou em redução do 

volume dos ovários, acompanhada da perda progressiva de folículos primordiais, e aumento da 

apoptose celular (NILSSON; SKINNER, 2003).  

Outros fatores de crescimento e citocinas que atuam a nível parácrino na formação de 

folículos primários, tais como o fator inibidor de leucemia (LIF), expresso em células da 

granulosa e agem sobre o oócito, bem como sobre outras células da granulosa (NILSSON; 
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KEZELE; SKINNER, 2002). LIF também pode estimular a proliferação das CGP, o 

crescimento do oócito e recrutamento das células da teca do tecido circundante do estroma 

(NILSSON; KEZELE; SKINNER, 2002; NILSSON; SKINNER, 2004). 

O fator de crescimento de queratinócitos (KGF, também conhecido como fator de 

crescimento de fibroblastos-7, FGF-7) derivado das células da teca e estroma e o FGF-2 

(também conhecido como fator de crescimento de fibroblastos básico) têm sido implicados 

como reguladores positivos da transição dos folículos primordiais para primários, em que 

exercem seus efeitos regulando a expressão de KL nas células da granulosa (NILSSON; 

SKINNER, 2004; KEZELE; NILSSON; SKINNER, 2005). Além dessas, outras substâncias, 

como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF; NILSSON; DETZEL; SKINNER, 

2006), ativina (OKTAY et al., 2000), o fator neurotrópico derivado da glia (GDNF, DOLE; 

NILSSON; SKINNER, 2008), as neurotrofinas (NGF, neurotrofina tipo 5 [NTF5] e fator 

neurotrófico derivado do cérebro [BDFN]; ROMERO et al., 2002; SPEARS et al., 2003; 

PAREDES et al., 2004; DOLE; NILSSON; SKINNER, 2008), o fator de crescimento epidermal 

(EGF; CELESTINO et al. 2009b) e o hormônio insulina (KEZELE; NILSSON; SKINNER, 

2002) podem estimular o início do crescimento folicular. Nesse contexto, as revisões de 

literatura apresentadas nos Capítulos 3 e 5 desta tese abordarão os detalhes sobre a ação da 

família FGF e da insulina, respectivamente, na foliculogênese inicial. 

 

2.3.3. Progressão do folículo primário para secundário 

 

Com a expansão mitótica das células da granulosa, o folículo primário com uma única 

camada de células de formato cúbico é transformado em folículos com multicamadas de células 

da granulosa de morfologia cúbica circundando o oócito, também conhecido como folículo 

secundário. No entanto, a passagem de folículo primário para secundário não é caracterizada 

apenas pela proliferação das células da granulosa, mas por uma série de outros eventos como o 

aumento no tamanho e conteúdo proteico do oócito, formação de lâmina basal, da zona pelúcida 

e da camada de células da teca (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; KNIGHT; GLISTER, 2006). 

Durante esta fase, o diâmetro do folículo aumenta de 40-60 µm no estágio primário para 120-

150 µm no estágio secundário. O núcleo do oócito assume uma posição excêntrica e as 

organelas começam a mover-se para a periferia. Com o desenvolvimento dos folículos, também 

aumenta o número de microvilos e inicia-se a formação da zona pelúcida (LUCCI et al., 2001). 

Neste estágio, o oócito entra em fase de crescimento intensivo aumentando seu volume como 

resultado do acúmulo de água, íons, carboidratos, proteínas e lipídeos (FAIR et al., 1997), as 
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células da granulosa ao redor se proliferam e uma camada de células da teca se desenvolve em 

torno das células da granulosa, a partir de células do estroma intersticial. Após a formação da 

camada da teca, já se inicia a formação de vasos sanguíneos. Além disso, ocorre a formação de 

uma extensiva rede de junções do tipo gap, que são canais membranários que permitem a 

passagem de nutrientes, íons inorgânicos, segundo mensageiros e pequenos metabólitos entre as 

células da granulosa e os oócitos, projetando-se através da zona pelúcida, chegando à 

membrana plasmática do oócito (JUENEJA et al., 1999; KIDDER; MHAWI, 2002). Uma 

complexa organização citoplasmática é necessária e depende tanto da formação de produtos de 

genes novos e organelas, como da modificação e redistribuição daquelas já existentes 

(PICTON; BRIGGS; GOSDEN, 1998). Dessa forma, como consequência do aumento da 

síntese de RNAm e de proteínas, o número de ribossomos, mitocôndrias e outras organelas 

celulares aumentam nos oócitos em crescimento. Além disso, muitas organelas mudam sua 

aparência e se movem para a periferia do oócito (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Essa 

progressão parece ser controlada, tanto por peptídeos e hormônios esteroides, bem como por 

fatores de crescimento intraovarianos (FORTUNE, 2003; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). 

À medida que o folículo cresce, a camada de células da teca se estratifica e se diferencia 

em duas partes. A parte externa, denominada teca externa, é composta de células não 

diferenciadas, enquanto que as células localizadas mais internamente formam a teca interna, na 

qual algumas células precursoras de fibroblastos diferenciam-se e passam a secretar esteróides 

(GOUGEON, 2010). As células da teca interna são definidas quando os folículos apresentam 

quatro ou mais camadas de células da granulosa (LUCCI et al., 2001). Desta forma, o 

surgimento da camada de célula da teca no estágio de folículo secundário é um importante 

evento fisiológico para o desenvolvimento folicular inicial, evidenciado por: (i) concomitante 

organização da camada de células da teca e crescimento do folículo além de adquirir resposta 

esteroidogênica às gonadotrofinas (WANDJI; EPPIG; FORTUNE, 1996; GUTIERREZ et al., 

2000); (ii) aumento no suprimento sanguíneo pelas células da teca o qual contém reguladores 

ovarianos para o desenvolvimento do folículo (GOUGEON, 1996; BRAW-TAL; YOSSEFI, 

1997); e (iii) aumento na produção de andrógenos pela aromatização tecal para biossíntese de 

estrógeno pelas células da granulosa e teca (VENDOLA et al., 1998; WEIL et al., 1999; 

WANG et al., 2001).  

Em primatas e ruminantes, o desenvolvimento de um folículo secundário é um processo 

demorado que leva meses para ser concluído. Este lento processo, parece não ser mediado pela 

ação das gonadotrofinas, mas existe uma grande divergência sobre este fato. Embora folículos 

primários e secundários já expressem os receptores para FSH nas células da granulosa 
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(OKTAY; BRIGGS; GOSDEN, 1997), essa gonadotrofina desempenha apenas um papel 

responsivo, ao invés de essencial, ao desenvolvimento desses folículos. Por outro lado, o FSH 

aumentou a sobrevivência de enxertos de ovário transplantado em camundongos hipogonadais 

imunodeficientes e induziu o crescimento folicular até o estágio antral (OKTAY et al., 1998).  

O GDF-9 e a BMP-15 têm se mostrado essenciais para formação de folículos 

secundários, uma vez que animais geneticamente deficientes para esses fatores apresentaram 

um bloqueio do desenvolvimento folicular além do estágio de primário (McNATTY et al., 

2007; GOUGEON, 2010). Na espécie caprina, estudos recentes em folículos pré-antrais 

confirmaram a importância da atuação tanto da BMP-15 (CELESTINO et al., 2011) como do 

GDF-9 (MARTINS et al., 2008) na progressão de folículos primários até o estágio secundário 

in vitro, destacando ainda os efeitos positivos destes dois fatores de crescimento sobre a 

manutenção da viabilidade folicular durante essa fase. 

Outras substâncias ainda têm se mostrado importantes para essa fase. YANG; 

FORTUNE (2007) mostraram após o cultivo in vitro de folículos pré-antrais bovinos, que a 

testosterona e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) também podem influenciar 

a transição de folículos primários para secundários. Dentre as neurotrofinas, o NGF parece ser 

um bom candidato para estimular o desenvolvimento folicular inicial, inclusive de folículos 

secundários. Na presença de FSH em níveis normais no soro, ovários de camundongos fêmeas 

deficientes para o NGF exibiram uma marcada redução no número de folículos primários e 

secundários, sendo a proliferação das células da granulosa extremamente reduzida após cultivo 

in vitro de biópsias ovarianas desses camundongos fêmeas (DISSEN et al., 2001). 

Conforme observado em folículos primordiais, o AMH parece desempenhar um papel 

inibitório no desenvolvimento de folículos primários e secundários. De fato, em camundongos 

fêmeas, o AMH inibiu o crescimento in vitro de folículos secundários induzido pelo FSH 

(DURLINGER et al., 2001). Além disso, estudos em humanos demonstraram que a expressão 

do AMH é primeiramente detectada em células da granulosa de folículos primários e que o 

maior nível de expressão deste hormônio é observado em células da granulosa de folículos 

secundários e pequenos folículos antrais (≤ 4 mm de diâmetro) (VISSER; THEMMEN, 2005), 

sugerindo um efeito negativo do AMH no desenvolvimento do folículo secundário (OKTEM; 

URMAN, 2010). 
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2.3.4. Progressão do folículo secundário para terciário (antral) 

 

Após os folículos secundários atingirem um diâmetro de 200 µm, normalmente, eles 

entram na fase antral. É nesta fase que o folículo começa a exibir alguns espaços cheios de 

líquido entre as camadas das células da granulosa, que vão se unir para formar a cavidade 

antral. A partir deste estágio, os folículos passam a ser denominados terciários ou antrais. 

Aliado a isso, ocorrem o aumento da vascularização da camada da teca, o crescimento contínuo 

dos oócitos e a proliferação de células da granulosa e da teca (KNIGHT; GLISTER, 2006). O 

fluido folicular que caracteriza os folículos antrais pode servir como uma importante fonte de 

substâncias regulatórias ou moduladoras derivadas do sangue ou das secreções de células 

foliculares, como por exemplo, água, gonadotrofinas, esteroides, fatores de crescimento, 

enzimas, proteoglicanos e lipoproteínas, dentre outras substâncias (BARNETT et al., 2006). 

Durante o desenvolvimento folicular, a produção de fluido antral é intensificada pelo aumento 

no número e na permeabilidade dos vasos sanguíneos foliculares. Contudo, embora alguns dos 

mecanismos de desenvolvimento da cavidade antral sejam conhecidos, os sinais para formação 

do antro ainda não foram plenamente elucidados (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). 

O crescimento dos folículos secundários é primariamente controlado pelos reguladores 

intraovarianos (fatores de crescimento, citocinas e esteroides gonadais) e não são dependentes 

de gonadotrofinas (HALPIN et al., 1986). Apesar destes folículos possuírem RNAm para 

receptores de FSH nas células da granulosa e vários experimentos in vivo e in vitro 

demostrarem que o número de folículos secundários, seu tamanho, número de células e taxa de 

atresia são influenciados pelas gonadotrofinas (VAN DEN HURK et al., 2000; VAN DEN 

HURK; ZHAO, 2005). Diversos fatores locais, como ativina (YOKOTA et al., 1997), EGF 

(ROY; TREACY, 1993), TGF-β (LIU et al., 1999), FGF-2 (PARROTT et al., 1994), VEGF 

(BRUNO et al., 2009a), fator de crescimento de hepatócitos (HGF; PARROTT et al., 1994), 

GDF-9 (HAYASHI et al., 1999), fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGF-I; 

MARTINS et al., 2010a) e BMPs (OTSUKA et al., 2000) foram considerados estimuladores da 

sobrevivência e desenvolvimento de folículos secundários em várias espécies de roedores e 

animais domésticos, já que a supressão destes favorece a apoptose celular e interfere na 

proliferação e diferenciação das células da granulosa em estudos in vitro (VAN DEN HURK et 

al., 2000; ZHAO, 2000; CAMPBELL, 2009).  

O hormônio do crescimento (GH) é outro fator endócrino que pode promover o 

desenvolvimento de folículos secundários. A presença de RNAm para o receptor de GH tem 

sido detectada em todos os compartimentos de folículos pré-antrais de ratas (ZHAO et al., 
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2002). Estudos in vitro usando GH têm demonstrado que esse fator desempenha um importante 

papel controlando as fases iniciais do desenvolvimento folicular. A adição de GH ao meio de 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais estimulou a produção de estradiol e a proliferação das 

células da granulosa e da teca em murinos (KOBAYASHI et al., 2000), além de promover um 

aumento no diâmetro de folículos pré-antrais de camundongos fêmeas cultivados in vitro 

(KIKUCHI et al., 2001). Recentemente, MAGALHÃES et al. (2011) demonstraram que o GH 

estimula o desenvolvimento de folículos secundários caprinos, favorecendo a formação do antro 

e a posterior maturação oocitária. 

 

2.3.5. Crescimento folicular após estágio antral e o processo de seleção e dominância 

 

O desenvolvimento dos folículos antrais pode ser subdividido nas fases de recrutamento, 

seleção e dominância (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), sendo a formação de folículos pré-

ovulatórios um pré-requisito para a ovulação e formação do corpo lúteo, bem como para a 

manutenção da fertilidade nas fêmeas (DRUMMOND, 2006). O crescimento cíclico de uma 

coorte de pequenos folículos antrais é conhecido como recrutamento folicular. Esse 

recrutamento dos folículos antrais e o seu crescimento sincronizado em ondas foliculares são 

induzidos pelas gonadotrofinas (FORTUNE et al., 2001). A emergência de cada onda folicular 

é precedida por um aumento no FSH circulante, que pode ser uma onda que culmine ou não 

com a ovulação (onda ovulatória ou não ovulatória), a depender da fase do ciclo estral em que 

ocorre o aumento do FSH (BAERWALD et al., 2009). 

Com a progressão do desenvolvimento dos folículos antrais, o FSH torna-se 

criticamente determinante para o crescimento e a sobrevivência dos folículos, os quais passam a 

ser dependentes desta gonadotrofina. A partir deste ponto, será a concentração de FSH 

circulante disponível que determinará se o folículo sofrerá atresia ou continuará o seu 

desenvolvimento até os estágios antrais tardios. Este é o primeiro processo de seleção no qual o 

folículo é submetido após sair do estágio quiescente (BAKER; SPEARS, 1999). No entanto, 

como o número de folículos que continuam o desenvolvimento após a seleção ainda é maior do 

que o número que irá ovular, outro processo seletivo deverá ocorrer. O novo desafio que o 

folículo será submetido envolve o surgimento de um folículo dominante entre a coorte de 

folículos em desenvolvimento (BAERWALD et al., 2003).  

Nessa fase final do desenvolvimento folicular, ocorre uma diminuição dos níveis 

circulantes de FSH em resposta ao alto nível de estradiol e inibina produzidos pelo folículo e 

observa-se então a formação do folículo pré-ovulatório, o qual é caracterizado por um oócito 
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circundado por células da granulosa especializadas, denominadas de células do cumulus e com 

um maior número de receptores para FSH. Em todas as espécies, a formação de folículos pré-

ovulatórios ocorre geralmente durante a puberdade (DRIANCOURT, 2001). As células da 

granulosa de folículos pré-ovulatórios param de se multiplicar em resposta ao hormônio 

luteinizante (LH) e iniciam o programa final de diferenciação. Algumas horas antes da ovulação 

e, em resposta a fatores angiogênicos (WULFF et al., 2001), as células da granulosa murais, que 

eram avasculares, começam a ser invadidas por vasos sanguíneos provenientes da teca. Além 

disso, o LH (pico pré-ovulatório) provoca um declínio significativo nas junções gap 

(AMSTERDAM, 1987), e em associação com a prostaglandina E (PGE), BMP-15 e GDF-9 

leva à dissociação entre as células da granulosa murais e as células do cumulus, culminando 

com a expansão do complexo cumulus-oócito (CCO) e a maturação oocitária (HERNANDEZ-

GONZALEZ et al., 2006; GUERIPEL; BRUN; GOUGEON, 2006; EDSON; NAGARAJA; 

MATZUK, 2009).  

Dessa forma, o destino dos folículos ovarianos durante todo o desenvolvimento folicular 

é determinado pelo equilíbrio entre diversos processos estimulatórios e inibitórios. A Figura 5 

ilustra resumida e esquematicamente os diferentes fatores envolvidos na formação e no 

crescimento folicular. 
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Figura 5. Representação dos fatores estimulatórios (em verde) e inibitórios (em vermelho) que 

atuam em diferentes etapas do desenvolvimento folicular: 1) formação dos folículos 

primordiais, 2) de primordial para primário, 3) de primário para secundário, 4) de secundário 

para antral e 5) destes para os folículos pré-ovulatórios).  

 

2.4.  População e atresia folicular 

 

A quantidade total de folículos presente no ovário de um mamífero é definida na vida 

intrauterina em primatas e ruminantes (KNIGHT; GLISTER, 2006) ou em breve período após o 

nascimento em roedores (OJEDA et al., 2000). Apesar de este conceito ter sido descrito desde 

1870 por Waldeyer e vigorar há mais de 150 anos (BYSKOV et al., 2005), trabalhos 

desenvolvidos na última década têm demonstrado mecanismos envolvidos na formação, após o 

nascimento, de novas células germinativas e folículos na mulher (BUKOVSKY et al., 2005) e 

camundongos fêmeas adultas (JOHNSON et al., 2004). Esses autores demonstraram indícios da 

continuidade da oogênese e foliculogênese no período pós-natal, pela atuação de células-tronco. 

Para BUKOVSKY et al. (2005), a renovação folicular pós-natal ocorre regularmente em 
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mulheres, mas a origem das células-tronco para tal não seria a medula óssea, e sim células 

germinativas presentes na superfície do epitélio ovariano. No entanto, devido aos resultados 

controversos até o momento, mais trabalhos sobre esse assunto são necessários para esclarecer 

esse fenômeno. 

Independente disto, a população folicular difere entre as espécies, além de ser observada 

uma forte variação individual (KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2006), sendo de aproximadamente 

1.500 em camundongo fêmea (SHAW; ORANRATNACHAI; TROUNSON, 2000); 20.000 na 

cabra (BEZERRA et al., 1998); 33.000 na ovelha (AMORIM et al., 2000) e aproximadamente 

2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986). Durante a vida reprodutiva das fêmeas, ocorre uma 

redução ordenada no número de folículos pré-antrais (SHAW; ORANRATNACHAI; 

TROUNSON, 2000). Essa redução é devido a dois fenômenos que ocorrem naturalmente no 

ovário: (i) a ovulação e (ii) a atresia ou morte folicular. Somente uma pequena parte (0,1%) dos 

folículos primordiais chega à ovulação (NUTTINCK et al., 1993), pois a maioria (99,9%) 

torna-se atrésica durante as fases de crescimento e maturação oocitária (OTALA et al., 2002). 

O processo de atresia usualmente ocorre de forma diferenciada entre folículos pré-

antrais e antrais. Em folículos pré-antrais, os primeiros sinais de morte folicular surgem no 

oócito, onde se pode observar a retração da cromatina nuclear e a fragmentação oocitária 

(SILVA et al., 2002). Após a formação do folículo antral ocorre uma alteração na sensibilidade 

do oócito e das células da granulosa. A partir deste estágio, o oócito torna-se altamente 

resistente e as primeiras alterações indicativas de atresia são observadas nas células da 

granulosa (JORIO et al., 1991). 

A atresia, apesar de causar a perda de vários folículos ovarianos, é um evento crucial 

para manutenção da homeostase ovariana em mamíferos (para revisão veja CELESTINO et al., 

2009a), assegurando a ciclicidade dos animais e prevenindo o desenvolvimento de múltiplos 

embriões durante a gestação (AMSTERDAM et al., 2003). É um fenômeno natural, comum a 

todas as espécies domésticas, e acomete folículos em qualquer fase do desenvolvimento, sendo 

mais comum nos estágios antrais mais avançados (GLAMOCLIJA et al., 2005) e pode ocorrer 

por via apoptótica ou degenerativa (MARKSTRÖM et al., 2002). 

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, é um processo 

determinado geneticamente, ou seja, depende da expressão de genes pró- e antiapoptóticos e 

tem como característica marcante a fragmentação do DNA a cada 180-200 pares de base e a 

formação de corpos apoptóticos (RACHID et al., 2000; HUSSEIN, 2005). De acordo com o 

estímulo inicial, a apoptose pode ocorrer através de receptores de superfície celular (receptores 

de morte), constituindo a via extrínseca, ou ainda através da mitocôndria com liberação de 
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citocromo c, constituindo esta a via intrínseca (JOZA et al., 2002). Independente da via, duas 

famílias importantes regulam o processo apoptótico: a família das caspases e a família Bcl-2. 

As caspases são consideradas as executoras principais da via apoptótica e atuam ativando 

DNases, que são endonucleases responsáveis pela fragmentação do DNA internucleossomal a 

cada 180-200 pares de bases.  

A progressão da apoptose pode ser dividida nas fases de iniciação, execução e 

terminação. A fase de iniciação pode ser promovida por fatores extrínsecos, tais como citocinas, 

ativação de genes promotores de apoptose e proteínas virais ou pela remoção de fatores de 

crescimento. A morte celular também pode ser induzida por fatores intrínsecos, tais como o 

estresse oxidativo ou irradiação. Independentemente dos tipos de fatores envolvidos, ocorre o 

envolvimento de uma ou mais caspases de iniciação (caspase 8 e 9) (JOHNSON; BRIDGHAM, 

2002). A fase de execução é caracterizada por mudanças na membrana celular, fragmentação 

nuclear, condensação da cromatina e degradação do DNA. Esta fase é considerada irreversível e 

ocorre devido à ativação das caspases efetoras (caspase 3, 6 e 7). Finalmente, a fase de 

terminação consiste na fagocitose de corpos apoptóticos fragmentados através de um processo 

não inflamatório (CELESTINO et al., 2009a). No sentido de evitar a morte celular por 

apoptose, existem processos de sobrevivência celular que promovem a transcrição de várias 

proteínas anti-apoptóticas, tais como alguns membros da família Bcl-2, que bloqueiam a 

progressão da apoptose em diferentes etapas ao longo deste processo (JOHNSON, 2003). A 

família Bcl-2 compreende tanto membros anti-apoptóticos, como o Bcl-2 e membros pró-

apoptóticos, incluindo Bax, Bid, Bik (MARKSTROM et al., 2002).  

A degeneração por necrose é considerada uma forma não programada de morte celular, 

iniciada devido a algum estímulo intenso e de curta duração que resulta na quebra da 

homeostasia celular (BRAS et al., 2005). Ocorre por mecanismos não celulares como isquemia, 

deficiência de níveis de ATP (BATHIA, 2004) ou trauma, levando a danos irreversíveis na 

célula (McCULLY et al., 2004). Em injúrias isquêmicas e/ou hipóxicas, a depleção de energia 

ocorre devido a uma produção de ATP deficiente associada a um rápido consumo dessa 

molécula pelas bombas Na+-K+, bem como devido à sua hidrólise e perda. O aumento do 

volume celular associado com a morte por necrose é iniciado com a entrada de Na+ e liberação 

de ATP devido à ruptura da membrana folicular (PADANILAM, 2003). Severas depleções de 

ATP levam a falhas no mecanismo de balanço da bomba de íons, levando a um influxo de Na+ e 

água, o qual resulta no aumento do volume intracelular, cariólise e lise da célula. Em virtude do 

envolvimento de elevado número de grupos celulares e da perda precoce dos componentes 
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citoplasmáticos para o espaço extracelular, a necrose geralmente resulta em resposta 

inflamatória intensa (CARINI et al., 1995).  

Diante disso, visando evitar a enorme perda folicular pela atresia, nas últimas décadas, 

têm sido desenvolvidos vários modelos de cultivo in vitro que possibilitam o estudo dos fatores 

que controlam a atresia e estimulam o crescimento folicular.  

 

2.5.  MOIFOPA - Cultivo in vitro de folículos pré-antrais  

 

A MOIFOPA é uma biotécnica da reprodução que vem sendo aprimorada nos últimos 

tempos e consiste numa das principais ferramentas utilizadas atualmente para a elucidação da 

foliculogênese inicial. Tal biotécnica tem como principal objetivo resgatar oócitos oriundos de 

folículos pré-antrais, a partir do ambiente ovariano, e posteriormente cultivá-los in vitro até a 

maturação, prevenindo-os da atresia e possibilitando sua utilização em outras biotécnicas como 

FIV, transgênese e clonagem (FIGUEIREDO et al., 2008). Para alcançar esse objetivo é 

necessário o desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro ideal para cada etapa do 

desenvolvimento folicular, considerando o sistema de cultivo a ser empregado, o método 

utilizado para o isolamento folicular, a espécie animal selecionada para o estudo, bem como a 

composição do meio. 

O cultivo in vitro de folículos pré-antrais, também conhecido como ovário artificial, é 

uma importante etapa da MOIFOPA que vem sendo largamente empregada com o intuito de 

avaliar o efeito de diferentes substâncias, em diferentes concentrações e em diferentes fases do 

desenvolvimento folicular, a fim de mimetizar in vitro os eventos que ocorrem in vivo no ovário 

durante a foliculogênese (BOLAND et al., 2001; FORTUNE, 2003). Além disso, o cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais é uma ferramenta que permite aperfeiçoar o conhecimento básico 

sobre os mecanismos envolvidos na foliculogênese ovariana (FIGUEIREDO et al., 2008; 

SÁNCHEZ et al., 2009; ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010). 

Dessa forma, diversos sistemas de cultivo têm sido desenvolvidos no sentido de 

promover o crescimento e garantir a manutenção da viabilidade de folículos pré-antrais in vitro 

(VAN DEN HURK et al., 2000b). Nesses sistemas de cultivo in vitro, os folículos ovarianos 

podem ser cultivados inclusos no próprio tecido ovariano (cultivo in situ) ou na forma isolada 

(cultivo isolado). Aliado a isto, pode ainda ser realizado um cultivo de dois passos associando 

esses dois sistemas de cultivo, em que é inicialmente realizado o cultivo dos folículos 

primordiais inseridos em fragmentos de tecido ovariano até a formação dos folículos 
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secundários e em seguida esses folículos secundários são isolados e cultivados in vitro até a 

formação dos folículos antrais (O‘BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; TELFER et al., 2008). 

O cultivo de folículos pré-antrais no órgão inteiro foi descrito pela primeira vez em 

camundongos fêmeas. EPPIG; SCHROEDER (1989) comprovaram a eficácia deste sistema 

cultivando folículos de camundongos fêmeas em estágios iniciais por 10 dias antes da 

maturação in vitro, com obtenção de um animal nascido. Em roedores, a pequena dimensão dos 

ovários possibilita o cultivo do órgão inteiro, o que tem sido bastante útil para o estudo da 

foliculogênese inicial em pequenos mamíferos (FORTUNE, 2003). O’BRIEN et al., (2003) 

realizaram cultivo em dois passos e alcançaram uma taxa de 62% de retomada da meiose e 44% 

de metáfase II. Inicialmente, os folículos primordiais inclusos no ovário inteiro foram 

cultivados in vitro por 8 dias, e posteriormente os folículos crescidos após esse período foram 

isolados e cultivados até estágio antral, caracterizando desta forma o cultivo em dois passos. 

Estes autores obtiveram grande sucesso com a ativação in vitro de folículos primordiais e a 

partir de então, o modelo de cultivo em dois passos tem sido avaliado por diferentes grupos de 

pesquisadores (TELFER et al., 2008; JIN et al., 2010). Nesta espécie, o cultivo em dois passos 

possibilita a manutenção da interação celular entre o estroma e os folículos nos estágios mais 

iniciais garantindo uma boa ativação (JIN et al., 2010) e fornecendo em seguida um maior 

número de folículos secundários para a utilização em cultivos isolados (SMITZ et al., 2010).  

Por outro lado, as grandes dimensões dos ovários de animais domésticos de médio e 

grande porte, não permite que estes sejam cultivados inteiros. Para estes animais, a primeira 

etapa do cultivo em dois passos pode ser mimetizada através o cultivo de pequenos fragmentos 

de córtex ovariano (TELFER; McLAUGHLIN, 2011), rico em folículos primordiais, uma vez 

que esse sistema tem sido realizado para o estudo da ativação e crescimento de folículos 

primordiais em diferentes espécies como caprinos (SILVA et al., 2004), bovinos (BRAW-TAL; 

YOSSEFI, 1997) e humanos (SCOTT et al., 2004). Embora o cultivo in vitro de folículos pré-

antrais inclusos em fragmentos ovarianos seja prático, não requeira muito tempo para execução, 

mantenha a arquitetura tridimensional do folículo e preserve as interações entre folículos e 

células do estroma circundantes, o tecido cortical pode agir como uma barreira à perfusão do 

meio de cultivo, resultando em um crescimento de folículos primordiais somente até o estágio 

de folículo secundário (FORTUNE, 2003; MARTINS et al., 2008). 

Já o cultivo in vitro de folículos isolados permite um monitoramento individual dos 

folículos ao longo do cultivo, além de favorecer uma melhor perfusão do meio para o folículo. 

No entanto, é um procedimento demorado que pode ser afetado pelo método de isolamento 

folicular (mecânico ou enzimático), além de ser aplicado normalmente para folículos 
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secundários e não para os folículos menores (primordiais e primários) (FIGUEIREDO et al., 

2011b). Este sistema pode ser realizado de forma bidimensional (camundongo: 

CORTVRINDT; SMITZ; VAN STEIRTEGHEM, 1996), na qual o folículo é cultivado 

diretamente sobre o suporte de plástico ou sobre uma matriz, ou ainda de forma de 

tridimensional, na qual o folículo é incluso em uma matriz, como por exemplo, o colágeno 

(HIRAO et al., 1994) e o alginato (XU et al., 2006; WEST et al., 2007). O cultivo 

bidimensional pode ser realizado em microgotas de meio sob óleo mineral ou em placas de 

multipoços que requerem maior volume de meio, porém dispensam o uso de óleo. Já o cultivo 

tridimensional (em esferas) deve assegurar a manutenção da arquitetura tridimensional do 

folículo durante seu desenvolvimento in vitro, ser permeável ao meio permitindo o acesso dos 

hormônios e fatores de crescimento às células foliculares e ainda, permitir o crescimento 

folicular sem prejudicar sua forma (SMITZ et al., 2010). 

Para ambos os sistemas de cultivo de folículos isolados (bi ou tridimensional), diferentes 

métodos mecânicos e/ou enzimáticos têm sido desenvolvidos para a obtenção de um grande 

número de folículos intactos em diferentes espécies (bovinos: FIGUEIREDO et al., 1993; 

caprinos: LUCCI et al., 1999; ovinos: CECCONI et al., 1999; ratas: ZHAO, 2000; 

camundongos fêmeas: PESTY et al., 2007). Apesar do método enzimático de isolamento ser 

mais prático, o método mecânico tem sido mais comumente adotado para o isolamento de 

folículos pré-antrais de ovários bovinos (ITOH et al., 2002), caprinos (ARUNAKUMARI et al., 

2007), ovinos (AMORIM et al., 2000), ratas (ZHAO, 2000) e camundongos fêmeas (PESTY et 

al., 2007). Tal método tem proporcionado à recuperação de um grande número de folículos pré-

antrais, sendo mais utilizado o isolamento pelo tissue chopper para recuperação de folículos 

menores que 150 µm de diâmetro (MARTINEZ-MADRID et al., 2004), a microdissecção para 

obtenção de folículos com diâmetro igual ou superior a 150 µm (LEE et al., 2007) ou ainda a 

associação de ambas as técnicas (GUPTA et al., 2008). Além disso, o isolamento mecânico 

mantém a integridade da estrutura folicular, a membrana basal permanece intacta após o 

procedimento e as interações oócito-células da granulosa-teca são mantidas (DEMEESTERE et 

al., 2002). 

Embora diversos sistemas de cultivo in vitro de folículos pré-antrais tenham sido 

estabelecidos, em todos os protocolos, algumas características são comuns para otimizar o 

crescimento in vitro: o fornecimento de nutrientes, eletrólitos, antioxidantes, aminoácidos, 

substratos energéticos, vitaminas, hormônios e fatores de crescimento (PICTON et al., 2008). 

Diante disso, nossa equipe vem testando uma série de substâncias no cultivo in vitro de 

folículos pré-antrais caprinos. 
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 2.5.1. Cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos inclusos em fragmentos de 

córtex ovariano 

 

Os primeiros estudos realizados com o cultivo in situ de folículos pré-antrais caprinos 

tiveram o intuito de estabelecer um meio de base que atendesse as necessidades dessa espécie. 

Uma solução a base de água de coco (SBAC), Meio Essencial Mínimo (MEM) e adição dessas 

duas substâncias foi inicialmente empregada para o cultivo de folículos pré-antrais caprinos, em 

que foi verificado que o MEM apresenta as melhores taxas de sobrevivência e ativação folicular 

(SILVA et al., 2004a). Ainda nesse estudo de SILVA et al., (2004a), foi observado que a adição 

de suplementos ao meio de base MEM, como hipoxantina e substratos energéticos, tais como 

piruvato e glutamina, e ITS (Insulina, Transferrina e Selênio) foram considerados importantes 

para manter a sobrevivência de folículos pré-antrais caprinos cultivados in vitro. 

Posteriormente, MATOS et al., (2006) testaram somente a auxina presente na água de 

coco, denominado ácido 3-indol acético (IAA), sobre os parâmetros de sobrevivência, ativação 

e crescimento de folículos de folículos pré-antrais caprinos. Embora o IAA a 20 ou 40 ng/mL 

tenha aumentado a ativação de folículos primordiais, estudos ultraestruturais não confirmaram a 

manutenção da integridade morfológica (MATOS et al., 2006). 

Durante estes experimentos observou-se uma clara necessidade em determinar a melhor 

temperatura e tempo de transporte para ovários caprinos visando um posterior cultivo in vitro, 

em virtude do tempo gasto entre a coleta dos ovários e a chegada ao laboratório. CHAVES et 

al. (2008) ao testar diferentes tempos e temperaturas de transporte, verificaram que o transporte 

de fragmentos ovarianos resfriados a 4 ºC por até 4 h mantêm a viabilidade e assegura o 

crescimento folicular durante o cultivo in vitro em comparação às temperaturas mais altas (20 e 

35 ºC). 

A importância do uso de antioxidantes tais como o α-tocoferol, ternatina e ácido 

ascórbico também foram investigados. Quando o α-tocoferol e a ternatina foram estudados nas 

concentrações de 0, 5, 10 ou 15 µM, verificou-se que esses antioxidantes não mantiveram a 

integridade ultraestrutural de folículos pré-antrais caprinos cultivados por 5 dias, bem como não 

tiveram efeito adicional sobre a ativação e o crescimento folicular (LIMA-VERDE et al., 2009). 

Por outro lado, o ácido ascórbico mostrou ser um importante antioxidante para o cultivo in vitro 

de folículos caprinos por um longo período (14 dias). Quando testado o ácido ascórbico em 

diferentes concentrações (50 ou 100 µg/mL), sozinho ou associado ao FSH (50 ng/mL), foi 

verificado que a adição de 50 µg/mL de ácido ascórbico associado ao FSH manteve a 
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integridade folicular, além de promover a ativação e o crescimento de folículos pré-antrais 

caprinos (ROSSETTO et al., 2009).  

Devido ao fato de o soro ser uma substância rica em nutrientes, hormônios e fatores de 

crescimento, foi investigada a importância de diferentes origens (soro fetal bovino, soro de 

cabra em estro e em diestro) e concentrações (10 ou 20%) desta substância, no cultivo in vitro 

de folículos pré-antrais caprinos. Independente da origem ou concentração, o soro não manteve 

a integridade ultraestrutural de folículos pré-antrais caprinos cultivados in vitro por 7 dias, além 

de não ter mostrado efeitos adicionais sobre a ativação e o crescimento folicular (BRUNO et 

al., 2008). 

Diante da importância dos hormônios e fatores de crescimento ovarianos para a 

regulação da foliculogênese, seus efeitos também foram investigados em muitos experimentos 

com o cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos. Uma das substâncias mais estudadas em 

diversos grupos de pesquisa é a gonadotrofina FSH. Essa gonadotrofina na concentração de 50 

ng/mL demonstrou manter a integridade morfológica, além de estimular a ativação de folículos 

primordiais e o crescimento de folículos pré-antrais caprinos após 7 dias de cultivo (MATOS et 

al. 2007a). No entanto, o tipo e a origem do FSH podem influenciar a sobrevivência e o 

crescimento folicular em caprinos. MAGALHÃES et al. (2009a) constataram que o Stimufol 

(Universidade de Liège, Liège, Bélgica) é capaz de preservar a ultraestrutura folicular, 

enquanto o Folltropin (Tecnopec, São Paulo, Brasil) é eficiente na promoção do crescimento 

folicular. Em outro estudo, as diferentes origens de FSH (pituitário e recombinante) em 

diferentes concentrações foram comparadas. Verificou-se que o FSH recombinante (FSHr) foi 

mais eficiente do que pFSH, uma vez que 50 ng/mL de FSHr manteve a integridade 

ultraestrutural de folículos pré-antrais caprinos, e ainda promoveu a ativação dos folículos 

primordiais e o posterior crescimento dos folículos cultivados por 7 dias (MAGALHÃES et al., 

2009b). SARAIVA et al. (2008) demonstraram que o FSH (50 ng/mL) associado com uma 

baixa concentração de LH (1 ng/mL) também manteve a integridade ultraestrutural, mas altas 

concentrações de LH (5 ng/mL) associadas ou não ao FSH induziram a atresia.  

Além das gonadotrofinas, outros hormônios como o estradiol (1, 5, 10, 20, 40 pg/mL; 

LIMA-VERDE et al., 2010a), GH (10 ng/mL; MARTINS et al., 2010b), insulina (10 ng/mL; 

CHAVES et al., 2011) apresentaram efeitos benéficos sobre a sobrevivência e o 

desenvolvimento folicular. Por outro lado, a androstenediona (1, 10, 50, ou 100 ng/mL) sozinha 

ou adicionada de FSH não apresentou nenhum efeito adicional sobre a sobrevivência de 

folículos pré-antrais caprinos (LIMA-VERDE et al., 2010b). 
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A influência de vários fatores de crescimento intraovarianos no cultivo in vitro de 

folículos pré-antrais caprinos também foi reportado. Muitas das moléculas sinalizadoras 

implicadas na regulação do início da foliculogênese já foram testadas por nossa equipe. Muitos 

desses fatores de crescimento são pertencentes à superfamília do fator de crescimento 

transformante β (ativina, a folistatina, as BMPs -6, -7 e -15 e GDF-9), a família dos fatores de 

crescimento de fibroblastos (FGF-2, FGF-7 e FGF-10), neurotrofinas (VIP e NGF), além do 

fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1), KL, fator de crescimento epidermal 

(EGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator inibidor de leucemia (LIF). Os 

principais resultados obtidos com essas substâncias no cultivo de folículos pré-antrais caprinos 

foram sumarizados no quadro 1. Como podemos observar, apesar de folículos inclusos em 

tecido ovariano serem mantidos saudáveis, ativarem e crescerem, poucos desses folículos 

progridem até o estágio de folículo secundário. Na tentativa de melhorar tais resultados, outras 

substâncias, isoladamente ou em associação, por longo período de cultivo (16 dias) e de forma 

dinâmica vêm sendo testadas. 



67 
 

Quadro 1. Principais resultados obtidos pelo LAMOFOPA com cultivo in vitro de folículos pré-

antrais caprinos inclusos em tecido ovariano. 

 
Adaptado de CELESTINO, 2010b. 

Nota: HC - histologia clássica; MET - microscopia eletrônica de transmissão; FLUO - 

microscopia de fluorescência.  
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 2.5.2. Cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos isolados  

 

Paralelo aos experimentos com cultivo in vitro de fragmentos ovarianos, experimentos 

voltados para o cultivo de folículos pré-antrais isolados em categorias mais avançadas vêm 

sendo realizados, com o objetivo de manter a viabilidade, promover a formação da cavidade 

antral, estimular o crescimento e capacitar os oócitos inclusos nesses folículos a serem 

maturados e fecundados in vitro. Embora o número de resultados obtidos até o momento com 

esse sistema e nesta espécie ainda seja pequeno, bons resultados têm sido alcançados, inclusive 

com a obtenção dos primeiros embriões caprinos gerados a partir de folículos pré-antrais 

crescidos in vitro. 

Até pouco tempo, os melhores resultados haviam sido demonstrados por ZHOU; 

ZHANG (2000), que mostraram ser possível cultivar folículos primários e secundários caprinos 

isolados (50-150 µm de diâmetro) até o estágio secundário e antral, respectivamente. 

Posteriormente, RAJARAJAN et al. (2006) demonstraram que o FSH estimulou o 

desenvolvimento de pequenos folículos pré-antrais, enquanto EGF, TGF-α e IGF-II 

estimularam o crescimento de pequenos (40–60 µm) e grandes (61–100 µm) folículos pré-

antrais caprinos. No entanto, os avanços mais significativos no que se refere ao cultivo de 

folículos secundários caprinos (diâmetro ≥150 µm) foram obtidos recentemente através de 

estudos realizados pela equipe de FIGUEIREDO et al. (2011a). Tais resultados se encontram 

resumidos no quadro 2. 

Os primeiros trabalhos executados por nossa equipe foram direcionados para o 

desenvolvimento de um meio de cultivo in vitro adequado para o crescimento dos folículos 

secundários e posterior maturação de seus oócitos, visando à produção de um grande número de 

oócitos aptos a serem fertilizados e produzirem embriões saudáveis. Para tanto, inúmeras 

substâncias foram testadas simultaneamente, de modo que os avanços obtidos eram 

incorporados imediatamente aos trabalhos em curso. De forma gradativa, foram obtidos 

resultados satisfatórios, os quais implicaram inicialmente na definição da melhor tensão de 

oxigênio (20%; SILVA et al., 2010) e no melhor intervalo de trocas de meio (a cada 2 dias para 

a espécie caprina; MAGALHÃES et al., 2011). A partir destes resultados, foi possível a 

obtenção de antro, crescimento folicular e oocitário e retomada de meiose dos oócitos 

provenientes de folículos pré-antrais caprinos (SILVA et al., 2010; MAGALHÃES et al., 

2011).  

Outro estudo testou ainda a influência de diferentes condições de troca de meio sobre o 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos cultivados por 18 dias. Nesse estudo 
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foi testado três diferentes regimes de troca: T1 (remoção de meio seguida da adição do mesmo 

volume de meio fresco a cada troca); T2 (somente adição de meio fresco a cada troca) e T3 

(remoção de meio seguida da adição de 5 µl a mais de meio fresco a cada troca, ou seja, 

aumento de 5 µl do volume final em cada troca). Como conclusão, foi observado que embora o 

T3 tenha sido tão bom quanto o T2 no parâmetro de crescimento folicular, o T2 (adição 

periódica de meio) foi o procedimento recomendado por ser mais prático, manter a 

sobrevivência, além de promover o desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos, 

com uma superior percentagem de oócitos destinados à MIV quando comparado às demais 

condições (ARAÚJO et al., 2011). 

A utilização do ácido ascórbico (50 µg/mL) também se mostrou muito importante para a 

manutenção da viabilidade e desenvolvimento após cultivo. Além disso, esse antioxidante pode 

ter participado do processo de remodelamento da membrana basal, devido a sua ação 

regulatória sobre a metaloproteinase 9 (SILVA et al., 2011). A albumina sérica bovina na 

concentração de 3 mg/mL foi responsável pela formação da cavidade antral, melhor 

desenvolvimento folicular e oocitário, com oócitos meioticamente competentes após 24 dias de 

cultivo in vitro (RODRIGUES et al., 2010b). 

Outras formas de cultivo também foram testadas (individual ou em grupo, com ou sem 

FSH, na presença ou ausência de folículos antrais). DUARTE et al. (2010) observaram que na 

ausência do FSH, o cultivo de folículos pré-antrais em grupo (3 folículos por microgota) 

aumentou as taxas de sobrevivência e crescimento em relação aos folículos cultivados 

individualmente por 24 dias. Por outro lado, na presença de FSH (1000 ng/mL), esses 

parâmetros não foram afetados, mas foi observado um incremento no número de oócitos 

crescidos e que retomaram a meiose quando os folículos foram cultivados em grupo. 

Finalmente, na presença do FSH (1000 ng/mL), o cocultivo de um folículo pré-antral com um 

folículo antral afetou negativamente a sobrevivência e o crescimento folicular. Por outro lado, o 

cultivo de folículos pré-antrais em grupo mostrou taxas superiores de sobrevivência e 

crescimento em relação aos folículos cultivados individualmente, além de 9.1% de retomada da 

meiose. No entanto, essa percentagem também foi muito baixa, o que refletiu a necessidade de 

melhorar tal sistema de cultivo. Utilizando ainda esse hormônio, em outro estudo foi verificado 

que o FSH na presença de 10% de soro fetal bovino teve um importante papel no crescimento 

folicular, não só na espécie caprina, mas também na espécie ovina, após 18 dias de cultivo 

(RODRIGUES et al., 2010b). 

Na tentativa de melhorar o sistema até então empregado, e sabendo que os folículos 

possuem diferentes níveis de exigências nos diferentes estágios de desenvolvimento, foi 
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desenvolvido um meio de cultivo sequencial utilizando FSH. Esse hormônio foi utilizado em 

concentrações crescentes ao longo do cultivo (FSH 100 ng/mL- dia 0 a 6; FSH 500 ng/mL- dia 

6 a 12; FSH 1000 ng/mL- dia 12 a 18) e resultou em melhores taxas de sobrevivência e 

formação do antro, além de reduzir as taxas de extrusão precoce de oócitos (SARAIVA et al., 

2011). Diante desse resultado promissor, novos experimentos foram delineados utilizando o 

meio com adição de FSH sequencial como base. 

Outro estudo recente demonstrou que EGF e o FSH promoveram o crescimento de 

folículos secundários caprinos isolados cultivados por 6 dias (CELESTINO et al., 2011). Aliado 

a esse estudo, a adição de LH nas concentrações de 50 e 100 ng/mL ao meio de base 

(sequencial) foi testada, e foi detectado que as duas concentrações melhoram as taxas de 

retomada da meiose em relação ao controle (meio sequencial sozinho) (SARAIVA et al., dados 

não publicados). De fato, a partir da utilização de um meio de base que continha FSH 

sequencial suplementado com LH (100 ng/mL) e EGF (100 ng/mL) (SARAIVA et al., 2010) ou 

GH (50 ng/mL) (MAGALHÃES et al., 2011), foi possível a obtenção dos primeiros embriões 

caprinos oriundos de folículos secundários isolados crescidos, maturados e fecundados in vitro.  

Apesar desses resultados promissores, novos ajustes devem ser realizados nesse 

protocolo visando aumentar o número de oócitos maturados para serem empregados em outras 

biotecnologias. Nesse sentido, foi observado que estudos com folículos pré-antrais em 

diferentes espécies vêm empregando concentrações mais baixas de insulina (próximas à 

fisiológica) (SMITZ et al., 2010; McLAUGHLIN et al., 2010; ROMERO et al., 2011). Em 

caprinos, verificou-se que a utilização de insulina a 10 µg/mL (ITS) não foi capaz de manter a 

ultraestrutura folicular após 7 dias de cultivo in situ (CHAVES et al. 2010a; FAUSTINO et al. 

2011). Além disso, ACEVEDO; DING; SMITH, (2007) afirmaram que concentrações 

suprafisiológicas de insulina prejudicam o desenvolvimento oocitário. Diante disso, surgiu o 

questionamento se uma concentração mais baixa de insulina seria capaz de manter a 

ultraestrutura folicular em caprinos e não prejudicar a competência oocitária. A idealização 

deste estudo tornou-se um dos focos da presente tese resultando no trabalho que constitui o 

capítulo 9 da mesma. Nesse estudo, observou-se que o emprego de uma concentração 1000 

vezes mais baixa de insulina (10 ng/mL) adicionada com FSH sequencial foi melhor para 

manter a sobrevivência, estimular o crescimento folicular e aumentar as taxas de retomada da 

meiose quando comparada a concentração utilizada no ITS (10 µg/mL) e dos demais 

tratamentos testados nesse estudo (CHAVES et al., dados não publicados). Essa descoberta 

ajudará a melhorar os resultados com o cultivo folicular, sem prejudicar o desenvolvimento do 

oócito e reduzindo os custos com a preparação do meio. 
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Apesar dos grandes avanços obtidos, o rendimento referente à produção de oócitos 

maturos, bem como a obtenção de embriões a partir de folículos pré-antrais caprinos isolados 

ainda é extremamente baixo, o que reforça a necessidade de melhorar tal sistema de cultivo.  

 

Quadro 2. Principais resultados obtidos pelo LAMOFOPA com cultivo in vitro de folículos pré-

antrais caprinos isolados. 

 
Adaptado de CELESTINO, 2010b. 

Nota: MORF – morfologia; FLUO – fluorescência. 
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2.6. Estado atual do cultivo in vitro de folículos pré-antrais em diferentes espécies 

 

Um notável progresso tem sido observado no cultivo in vitro de folículos pré-antrais em 

diferentes espécies animais. Os resultados mais satisfatórios foram obtidos a partir de estudos in 

vitro com o cultivo de folículos pré-antrais de camundongos fêmeas, os quais demonstraram 

que é possível a obtenção de crias vivas a partir de oócitos oriundos de folículos cultivados in 

vitro (O’BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; HASEGAWA et al., 2006). Já em animais de 

produção, como caprinos (SARAIVA et al., 2011; MAGALHÃES et al., 2011), ovinos 

(ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010), bubalinos (GUPTA et al., 

2008) e suínos (HIRAO et al., 1994; WU; EMERY; CARRELL, 2001), o cultivo in vitro de 

folículos secundários resultou na produção de oócitos maturos, os quais foram fecundados in 

vitro gerando embriões. Contudo, a quantidade de embriões produzidos a partir de oócitos 

provenientes de folículos pré-antrais crescidos in vitro ainda é limitado nestas espécies. Na 

espécie bovina (GUTIERREZ et al., 2000; ITOH et al., 2002), humana (ROY; TREACY, 1993) 

e canina (SERAFIM et al., 2010), folículos pré-antrais isolados foram cultivados in vitro e se 

desenvolveram somente até o estágio antral. Em gatas (JEWGENOW; STOLTE, 1996), gambás 

(BUTCHER; ULLMANN, 1996) e macacas (FORTUNE et al., 1998), já foi observado o 

crescimento de folículos pré-antrais isolados após o cultivo in vitro, porém sem a formação de 

antro, o que reflete diretamente a dificuldade da técnica e a diferença entre as espécies. 

O limitado conhecimento sobre a regulação das diferentes etapas da foliculogênese e das 

condições necessárias para o crescimento, diferenciação e maturação dos oócitos são as 

principais causas do limitado sucesso na obtenção de crias a partir de folículos pré-antrais 

cultivados in vitro em animais domésticos. Uma revisão mais detalhada sobre a maturação 

oocitária é apresentada no capítulo 1 da presente tese. O presente desafio é determinar 

condições de cultivo apropriadas para dar suporte à transição de folículos primários para 

secundários in vitro, visto que esta fase apresenta alta sensibilidade à degeneração em virtude 

da alta atividade biosintética e consumo de nutrientes, sendo a composição do meio um 

importante fator para a obtenção de sucesso durante o cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

(WANDJI et al., 1997).  
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2.7. Importância da composição do meio de cultivo no desenvolvimento de folículos pré-

antrais 

 

A eficiência do cultivo in vitro de folículos pré-antrais pode ser afetada por diversos 

fatores, incluindo a espécie animal, tipo de sistema de cultivo (bi ou tridimensional), pH, 

temperatura, tensão de oxigênio e principalmente pela composição do meio, o qual deve 

garantir o fornecimento adequado de nutrientes, eletrólitos, antioxidantes, aminoácidos, 

substratos energéticos, vitaminas, fatores de crescimento e hormônios (FORTUNE, 2003; 

PICTON et al., 2008). Diferentes meios comerciais podem ser utilizados para o cultivo de 

folículos ovarianos in vitro. Dentre os meios de cultivo de base utilizados para folículos pré-

antrais, destacam-se o Meio Essencial Mínimo (MEM) (SILVA et al., 2004b; MATOS et al., 

2007a), o Meio de Cultivo Tecidual 199 (TCM 199) (RAJARAJAN et al., 2006) e os meios 

Waymouth (MURUVI et al., 2005) e McCoy´s (TELFER et al., 2008).  

Estudos têm demonstrado que a adição de diferentes suplementos ao meio de cultivo, 

como piruvato, glutamina, hipoxantina e ITS (Insulina, Transferrina e Selênio), aumentou o 

percentual de folículos morfologicamente normais e estimulou o crescimento folicular (SILVA 

et al., 2004b; DEMEESTERE et al., 2005). A insulina é normalmente adicionada ao meio de 

cultivo como fator de sobrevivência, permitindo um melhor aproveitamento das fontes de 

energia do meio e aumentando os precursores metabólicos como aminoácidos e glicose (LIU et 

al., 2002). Os antioxidantes, selênio e transferrina, são relatados como importantes substâncias 

a serem adicionadas ao meio. Alguns autores sugerem que o processo de maturação folicular 

está relacionado aos altos níveis de transferrina e seus receptores na célula e que o selênio pode 

ser adicionado ao meio de cultivo para ativar enzimas envolvidas na detoxificação e eliminação 

de radicais livres (DEMEESTERE et al., 2005). Além disso, tem-se observado que o ácido 

ascórbico, importante antioxidante, também atua beneficamente sobre a foliculogênese, 

promovendo uma redução da apoptose em folículos pré-antrais de camundongos (MURRAY et 

al., 2001) e estimulando a manutenção da viabilidade folicular em caprinos (ROSSETTO et al., 

2009) após cultivo de longa duração. 

Diante dessa complexidade de eventos durante a foliculogênese, em que é possível 

observar a participação de diferentes substâncias, diversas pesquisas têm sido realizadas em 

diferentes espécies. Essas pesquisam objetivam determinar o melhor modelo de cultivo in vitro, 

baseado na morfologia, ultraestrutura e viabilidade dos folículos pré-antrais, podendo dispor de 

várias técnicas de análise folicular. Nesse contexto, e com o intuito de estudar o efeito de 

importantes fatores de crescimento no desenvolvimento folicular em caprinos, experimentos 
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com cultivo in vitro de folículos pré-antrais foram realizados nesta espécie utilizando as 

substâncias NGF, FGF-10 e insulina, os quais serão abordados nos Capítulos 6 a 9 desta tese. 

 

2.8. Técnicas para análise folicular após cultivo in vitro 

 

A utilização de técnicas para a avaliação da qualidade de folículos pré-antrais antes e 

após o cultivo in vitro permite o monitoramento das alterações ocorridas in vitro, sendo, 

portanto, de grande importância para a melhoria dos sistemas de crescimento in vitro de 

folículos pré-antrais. Dentre as diferentes técnicas disponíveis, podemos destacar aquelas que 

permitem a avaliação da qualidade folicular, como por exemplo, a histologia clássica (HC), a 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) e a microscopia de fluorescência. Além disso, 

existem ainda as técnicas de biologia molecular que permitem o estudo da expressão de genes 

que codificam ligantes e/ou receptores de diferentes substâncias importantes para a 

foliculogênese, contribuindo para uma melhor elucidação desse processo. A seguir, será 

abordada brevemente cada uma dessas técnicas. 

 

2.8.1. Histologia clássica 

 

A histologia clássica (HC) é uma técnica importante para avaliação de folículos pré-

antrais antes e após cultivo in vitro, pois além de permitir uma análise quantitativa, ou seja, de 

um grande número de folículos cultivados, permite ainda verificar a mudança na morfologia das 

células da granulosa de pavimentosa para cúbica, por ocasião da ativação folicular, além de 

analisar a integridade morfológica do oócito e das células da granulosa (MATOS et al., 2007b). 

Tal técnica emprega normalmente a coloração com hematoxilina-eosina ou ácido periódico de 

Schiff-hematoxilina e permite a classificação dos folículos quanto ao seu estágio de 

desenvolvimento (primordial, transição, primário ou secundário), e ainda quanto às suas 

características de integridade morfológica (normais ou atrésicos). Entretanto, a HC possui como 

desvantagens não permitir a avaliação da integridade de membranas e das organelas 

citoplasmáticas (GOSDEN, 2000). Vale salientar que tal técnica pode ser realizada tanto em 

folículos inclusos em fragmentos de córtex ovariano, como em folículos isolados. Nesse último 

caso, para que os folículos isolados não sejam perdidos durante o processamento histológico, 

uma opção seria que os mesmos fossem previamente encapsulados em uma matriz de alginato e 

em seguida corados com azul de alcian para marcação de glicoproteínas (PARSHAD; KAURR; 

NATT, 2008). 
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 Estudos realizados mostraram que a HC pode dar resultados similares aos de viabilidade 

folicular utilizando marcadores fluorescentes como a calceína e o corante azul de tripan 

(AMORIM et al., 2003; ROSSETTO et al., 2009). Além disso, outro estudo relatou ainda que a 

HC pode ser utilizada para avaliar a morte da célula por necrose, através da visualização da 

presença de vacúolos (MARTINEZ-MADRID et al., 2007). 

 

2.8.2. Microscopia eletrônica de transmissão 

 

O microscópio eletrônico de transmissão (MET) é um equipamento versátil que permite 

a obtenção de informação estrutural e química de amostras diversas. Um feixe de elétrons 

atravessa uma amostra ultrafina e gera partículas e radiação que podem ser usadas para formar 

uma imagem ampliada (superiores a 106 vezes) ou realizar análise química da amostra 

(JUNQUEIRA, 2004). Desta forma, a MET é considerada uma técnica qualitativa e acurada, 

capaz de permitir a avaliação da integridade de membranas celulares e organelas 

citoplasmáticas (SALEHNIA; MOGHADAM; VELOJERDI, 2002).  

A MET se mostra como uma ferramenta valiosa para detectar modificações 

morfológicas iniciais devido à atresia, as quais podem ser observadas apenas a nível 

ultraestrutural, antes de se tornarem mais visíveis e possíveis de serem identificadas por 

microscopia óptica. Tal técnica é, portanto capaz de verificar a qualidade do oócito e das 

células da granulosa (LUCCI et al., 2001; LOPES et al., 2009; CHAVES et al., 2010a). Com 

esta técnica, é possível ainda avaliar a atresia, ou seja, a morte do folículo tanto por apoptose 

(STALDEMANN; LASSMAN, 2000) como pelo processo degenerativo de necrose 

(MARTINEZ-MADRID et al., 2007). 

 

2.8.3. Microscopia de fluorescência 

 

Outra técnica empregada para avaliar a viabilidade folicular após o cultivo in vitro é a 

microscopia de fluorescência, a qual utiliza marcadores fluorescentes, que quando excitados 

com radiação de baixo comprimento de onda, absorvem energia e emitem luz de comprimento 

de onda maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). A microscopia de fluorescência é 

considerada uma técnica confiável, prática e rápida (LOPES et al., 2009). Recentemente, 

estudos vêm sendo realizados empregando a técnica de fluorescência para avaliar a viabilidade 

folicular após o cultivo in vitro (ROSSETTO et al., 2009; SILVA et al., 2010; BRUNO et al., 

2010). Nesses trabalhos, os folículos e/ou oócitos foram analisados por fluorescência tendo 
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como base a detecção simultânea de células vivas e mortas marcadas por calceína acetoximetil 

(calceína-AM) e pelo etídio homodímero-1 (EthD-1), respectivamente.  

A calceína-AM é um diéster fluorogênico que atravessa passivamente a membrana 

celular, quando então é convertido por esterases intracelulares (ativas somente em células 

íntegras), a seu análogo negativo, impermeável e de fluorescência verde, também conhecido 

como calceína (DE CLERCK et al., 1994). Com a perda da integridade ou aumento da 

permeabilidade da membrana, a atividade esterásica cessa e o EthD-1 reage com os ácidos 

nucléicos, produzindo fluorescência vermelha (VAN DEN HURK et al., 1998). Assim, a 

calceína permite a verificação da viabilidade celular através da diminuição da atividade 

esterásica, enquanto EthD-1 permite constatar as alterações físicas e químicas na membrana 

celular verificadas na membrana danificada, com elevação de 40 vezes em sua fluorescência à 

medida que se associa a ácidos nucléicos (LOPES et al. 2009). 

A microscopia de fluorescência é ainda empregada no intuito de avaliar a configuração 

da cromatina de oócitos oriundos de folículos pré-antrais, indicando assim o estágio meiótico 

alcançado após terem sido cultivados e maturados in vitro (DUARTE et al., 2010). Para tal 

finalidade, utiliza-se marcador Hoechst 33342, que penetra nas células e se intercala entre as 

bases nitrogenadas do DNA. 

 

2.8.4. Biologia molecular 

 

As técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas antes, durante e após o cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais, com o intuito de identificar e quantificar o local de atuação e 

produção de cada substância (ligante e receptor) envolvida nas diferentes etapas do 

desenvolvimento folicular. De fato, muitos papéis das células foliculares ovarianas relacionados 

à sobrevivência, ao crescimento e à diferenciação são refletidos na alteração dos padrões da 

expressão gênica. Desta forma, a capacidade de quantificar os níveis de transcrição de genes 

específicos é fundamental para qualquer investigação das funções foliculares (ZAMORANO; 

MAHESH; BRANN, 1996). Seu conjunto de técnicas fundamenta-se principalmente no estudo 

das interações entre os vários mecanismos celulares, partindo da relação entre o DNA, o RNA e 

a síntese de proteínas, e o modo como essas interações são reguladas.  

Dentre as técnicas de biologia molecular, podem ser citadas aquelas que detectam, 

localizam ou identificam os ácidos nucléicos (hibridização in situ, Southern e Northern 

Blotting) ou proteínas (Western Blotting), as que podem efetuar a quantificação do DNA 

(Reação de Cadeia de Polimerase - PCR) ou do RNA (Reação de Transcriptase Reversa de 
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Cadeia de Polimerase - RT-PCR), as que permitem a quantificação da expressão do RNAm 

mesmo em uma mistura complexa de RNA total (ensaios de proteção de ribonuclease) ou que 

possibilitam a análise da expressão de milhares de genes simultaneamente (Microarranjos de 

DNA) (ALMEIDA et al., 2010). No entanto, estes métodos têm sua utilização limitada devido 

ao elevado custo (BUCHER, 1999).  

Apesar dos custos, dois desses métodos desenvolvidos para mensurar os transcritos têm 

adquirido muita popularidade e são frequentemente aplicados. A análise de microarranjos, que 

permite uma análise em paralelo de milhares de genes em duas populações de RNA marcados 

(SCHENA et al., 1995), e o RT-PCR em tempo real (qRT-PCR), que fornece uma mensuração 

simultânea da expressão gênica em diferentes amostras para um número limitado de genes, e é 

especialmente desejável quando apenas um pequeno número de células está disponível 

(KREUZER; MASSEY, 2002). Ambas as técnicas tem a vantagem da velocidade e alto 

potencial de automação quando comparada a métodos tradicionais de quantificação, como as 

análises de Northern blotting, hibridização in situ e ensaio de proteção de ribonuclease 

(ALMEIDA et al., 2010). 

Após a extração do RNAm a partir de folículos ovarianos, e sua posterior conversão em 

DNA complementar (DNAc), a DNA polimerase realiza a síntese de milhões de cópias deste 

DNAc através de ciclos com diferentes etapas térmicas, caracterizando o princípio fundamental 

da técnica que é a amplificação do DNA. Esse método utiliza um sistema fluorescente em 

plataforma, capaz de detectar a luz oriunda da reação de amplificação de um determinado gene 

no momento real da amplificação (BUSTIN, 2002). Através da técnica de qRT-PCR e da RT-

PCR convencional, já foi possível identificar a presença de diferentes substâncias, como 

hormônios e fatores de crescimento, presentes em folículos ovarianos caprinos (SILVA et al., 

2004b, 2005, 2006; CELESTINO et al., 2010a, 2011; SARAIVA et al., 2011). 

 

2.8.5. Dosagem de estradiol 

 

O 17β-estradiol é o estrógeno biologicamente ativo produzido pelo ovário apresentando 

controle, através do hipotálamo, sobre a liberação de FSH e LH. O estradiol é sintetizado por 

enzimas esteroidogênicas como o citocromo P450scc nas células da teca e pelo citocromo 

P450aromatase nas células da granulosa. Essas enzimas realizam a conversão de colesterol a 

pregnenolona e a síntese de estradiol a partir de precursores de andrógenos, respectivamente 

(TAMURA et al., 2007).  
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Em ruminantes, a androstenediona é o substrato preferido para produção de estradiol, e é 

convertido pelo complexo enzimático P450 aromatase (P-450AROM) (CONLEY; BIRD, 

1997). Em bovinos, a expressão do RNAm para P-450AROM foi amplamente detectada 

especificamente em células da granulosa de folículos antrais saudáveis. Essa expressão aumenta 

ao longo do desenvolvimento folicular e diminui drasticamente em folículos atrésicos (BAO et 

al., 1997). Estudos in vitro com células da granulosa de bovinos cultivados em meio livre de 

soro demonstram a capacidade do FSH em aumentar tanto a produção de estradiol quanto a 

expressão do RNAm da aromatase (SILVA; PRICE, 2000), e este efeito é amplificado pela 

presença do hormônio insulina (SILVA; PRICE, 2002). Desta forma, a concentração de 

estradiol no meio de cultivo está correlacionada com o número de folículos em crescimento, 

sobrevivência e funcionalidade folicular (BEN SAÏD et al., 2007), sendo, portanto, considerado 

como uma importante técnica de avaliação do cultivo folicular. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A caprinocultura nos últimos anos vem despontando no agronegócio brasileiro como 

uma opção de diversificação da produção, gerando oportunidades de emprego, renda e fixação 

do homem no campo, o que demonstra seu importante papel no contexto da pecuária brasileira. 

Dentre vários aspectos, a exploração de caprinos no Nordeste brasileiro destaca-se pelo seu 

efetivo, uma vez que mais de 90% do rebanho nacional são explorados nessa região e por 

apresentar material genético com bom potencial para produção de pele, carne e leite. No 

entanto, ainda é insatisfatório o nível de desfrute, produtividade e articulação do setor primário 

da cadeia produtiva em questão. Esse fato dificulta as melhorias de competitividade e 

remuneração dos próprios produtores, ameaçando o pleno desenvolvimento e a sustentabilidade 

da atividade. Desta forma, faz-se necessário o desenvolvimento de uma cultura de cooperação 

entre os diversos setores da cadeia produtiva, inclusive nos segmentos de pesquisa científica 

fundamental e aplicada. Esses segmentos visam compreender melhor a fisiologia, 

especialmente a reprodução, promovendo o desenvolvimento e aplicação de biotécnicas que 

possibilitem uma rápida multiplicação de animais geneticamente superiores e, 

consequentemente, um aumento na produtividade animal, o que irá melhorar significativamente 

a qualidade de vida da população rural dessa região. Nesse contexto, surge a importância da 

aplicabilidade da biotécnica de MOIFOPA, que visa recuperar um grande número de oócitos 

inclusos em folículos ovarianos pré-antrais, resgatando-os da atresia, a fim de promover o seu 

crescimento e completa maturação por meio do uso de sistemas de cultivo in vitro. 

A exequibilidade da biotécnica de MOIFOPA para a produção de animais viáveis a 

partir do crescimento e maturação in vitro de oócitos oriundos de folículos pré-antrais já foi 

demonstrada na literatura. Apesar da obtenção de produtos viáveis a partir de folículos pré-

antrais já ter sido relatada em animais de laboratório, em animais de produção este objetivo 

ainda não foi alcançado. O fator limitante para a produção in vitro de embriões a partir de 

folículos pré-antrais de animais domésticos é a ausência de um meio de cultivo eficaz que 

assegure a manutenção da viabilidade, crescimento e completa maturação de oócitos inclusos 

em folículos pré-antrais. Além disso, os fatores que regulam o crescimento de folículos pré-

antrais de animais de produção ainda são pouco compreendidos. Portanto, o desafio atual dos 

pesquisadores que trabalham nesta área é o desenvolvimento de um meio de cultivo dinâmico 

(ovário artificial) que atenda a estes requisitos. 

Desta forma, com o intuito de elaborar um sistema eficiente de cultivo in vitro de 

folículos pré-antrais, diferentes formas de cultivo (in situ e/ou isolado) e substâncias (fatores de 
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crescimento e/ou hormônios) vêm sendo testadas no cultivo de folículos pré-antrais de animais 

de laboratórios e domésticos. Contudo, o efeito do NGF, FGF-10 e da insulina sobre o 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos ainda não havia sido avaliado. Dessa 

forma, este trabalho poderá contribuir para o fornecimento de importantes informações a fim de 

reduzir as grandes perdas foliculares in vivo, possibilitando o fornecimento de um maior 

número de oócitos caprinos aptos a serem maturados in vitro. Para este fim, além da técnica de 

histologia clássica, foi empregada a microscopia eletrônica de transmissão e microscopia de 

fluorescência para determinar a qualidade de folículos pré-antrais caprinos inclusos em 

fragmentos ovarianos ou isolados cultivados in vitro e, consequentemente, melhor avaliar a 

eficiência dos meios de cultivo testados. Além disso, foram realizadas provas de 

funcionalidade, as quais foram avaliadas por dosagem hormonal e expressão gênica em 

folículos isolados cultivados. 
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4. HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

Diante do exposto, foram formuladas as seguintes hipóteses: 

 

1) O NGF, o FGF-10 e a insulina mantêm, de uma maneira concentração-dependente, a 

viabilidade folicular e influenciam positivamente a ativação e o crescimento de folículos 

primordiais caprinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano cultivados in vitro. 

 

2) A insulina, associada ou não ao FSH, afeta positivamente a sobrevivência, a formação 

de antro, o crescimento, os níveis de estradiol e a expressão do RNAm para os receptores 

de FSH, insulina e P450 aromatase em folículos secundários caprinos isolados, permitindo 

que seus oócitos se tornem meioticamente competentes. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral: 

 

1) Avaliar o efeito do NGF, FGF-10 e insulina sobre o desenvolvimento de folículos pré-

antrais caprinos cultivados in vitro. 

 

5.2 Objetivos Específicos: 

 

1) Estabelecer a curva concentração-resposta de NGF, FGF-10 e insulina no cultivo de 

folículos primordiais caprinos inclusos no tecido ovariano, tendo como parâmetros as 

taxas de sobrevivência, ativação e crescimento folicular. 

 

2) Estabelecer a curva concentração-resposta de insulina no cultivo de folículos 

secundários caprinos isolados, através das taxas de sobrevivência, formação de antro, 

crescimento folicular e oocitário, bem como a retomada da meiose em oócitos oriundos 

de folículos pré-antrais. 

 

3) Verificar o efeito da insulina, na presença ou ausência de FSH, sobre os níveis de 

expressão relativa de RNAm para os receptores de FSH, insulina e P450 aromatase em 

folículos ovarianos caprinos após 18 dias de cultivo. 

 

4) Analisar a viabilidade folicular através de parâmetros morfológicos, ultraestruturais e 

por marcação fluorescente dos folículos pré-antrais caprinos cultivados inclusos no 

tecido ovariano na presença de NGF, FGF-10 e insulina, bem como de folículos 

secundários isolados cultivados na presença da insulina, com ou sem FSH, além da 

análise da funcionalidade dos folículos isolados através da dosagem de estradiol no meio 

de cultivo. 
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6. CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sistemas de cultivo in vitro para o desenvolvimento de oócitos imaturos de mamíferos 

 

(Systems in vitro development of immature oocytes of mammalians) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Periódico: Revista Brasileira de Reprodução Animal, 34: 37-49, 2010.  
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Resumo 

 

O ovário mamífero possui um grande estoque de folículos primordiais, que é uma fonte 

potencial de oócitos para a produção in vitro de embriões. Sendo assim, o desenvolvimento de 

sistemas de cultivo in vitro que explorem o grande número de oócitos imaturos oriundos de 

folículos pré-antrais de ovários mamíferos torna-se importante para maximizar o potencial 

reprodutivo das fêmeas. A presente revisão aborda os aspectos relacionados aos sistemas de 

cultivo in vitro para desenvolvimento de oócitos imaturos oriundos de folículos pré-antrais, 

bem como às técnicas para analisar sua eficiência.  

 

Palavras-chave: competência meiótica, crescimento folicular, oócito.  
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Resumo 

 

 O ovário mamífero possui um grande estoque de folículos primordiais, que é uma fonte 

potencial de oócitos para a produção in vitro de embriões. Sendo assim, o desenvolvimento de 

sistemas de cultivo in vitro que explorem o grande número de oócitos imaturos oriundos de 

folículos pré-antrais de ovários mamíferos torna-se importante para maximizar o potencial 

reprodutivo das fêmeas. A presente revisão aborda os aspectos relacionados aos sistemas de 

cultivo in vitro para desenvolvimento de oócitos imaturos oriundos de folículos pré-antrais, 

bem como às técnicas para analisar sua eficiência. 

 

Palavras-chave: Oócito, competência meiotic, crescimento folicular. 

 

Abstract 

 

 The mammalian ovary has a large population of primordial follicles, which is a 

potential source of oocytes useful for embryo in vitro production. Due to this potential, the 

development of in vitro culture systems to exploit the large number of immature oocytes from 

the preantral follicles in the mammalian ovary becomes very important to maximize the female 

reproductive potential. The present review approaches related aspects of in vitro culture 

systems for the development of immature oocytes originated from the preantral follicles, as well 

the techniques to analyze their efficiency. 

 

Keywords: Oocyte, meiotic competence and follicular growth. 
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Introdução 

 

A disponibilidade de oócitos é um fator limitante no desenvolvimento de novas técnicas 

reprodutivas (Smitz e Cortvrindt, 2002). Os métodos atuais para a produção in vitro de 

embriões são dependentes de uma oferta de oócitos competentes, oriundos de grandes folículos 

antrais ou pré-ovulatórios, que estão presentes no ovário em número relativamente reduzido 

(Telfer, 1998). Sabe-se que os folículos pré-antrais representam cerca de 90 a 95% de toda a 

população folicular, armazenando assim a maioria dos oócitos presentes em ovários mamíferos 

(Silva et al., 2003). Dessa forma, a possibilidade de desenvolver sistemas de cultivo in vitro que 

explorem o grande número de oócitos imaturos provenientes de folículos pré-antrais de ovários 

mamíferos deve ser considerada. Atualmente, há um crescente interesse em compreender os 

mecanismos envolvidos na ativação e posterior crescimento folicular até a maturação dos seus 

oócitos (Hemamalini et al., 2003). 

A maturação in vitro (MIV) é uma técnica que consiste na obtenção, sob condições 

artificiais, da maturação de oócitos, preparando-os para a fecundação e subsequente 

desenvolvimento embrionário (Gonçalves et al., 2008). A maturação e fecundação in vitro de 

oócitos originados de folículos pré-antrais cultivados in vitro tem resultado na produção de 

embriões em suínos (Wu e Tian, 2007) e bubalinos (Gupta et al., 2008) e no nascimento de 

camundongos (O’ Brien et al., 2003).  

Este trabalho irá rever aspectos relacionados ao crescimento oocitário, sistemas de 

cultivo in vitro para o crescimento de folículos pré-antrais, princípios e sistemas para maturação 

in vitro, e técnicas para avaliar a eficiência da maturação oocitária. 

 

Características do crescimento folicular e oocitário 

 

Ao longo do desenvolvimento folicular, os oócitos passam por diversas modificações 

morfológicas e bioquímicas. Tais eventos, que iniciam com a formação do folículo primordial e 

continuam até o momento da ovulação, tornam o oócito competente (Brevini-Gandolfi e 

Gandolfi, 2001). A aquisição da competência ocorre de maneira gradual e sincronizada com os 

eventos foliculares (Bevers et al., 1997), visto que o desenvolvimento do folículo e seu oócito 

são eventos paralelos e relacionados funcionalmente (Aguillar et al., 2001). 

 Durante o estágio de folículo pré-antral, os oócitos aumentam o volume, passando de 

aproximadamente 20 µm de diâmetro no folículo primordial para 120 µm no folículo pré-

ovulatório (Salha et al., 1998), o que está correlacionado com o incremento do conteúdo 
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proteico (Schultz e Wassarman, 1977) e acúmulo de substâncias essenciais para a maturação, 

fecundação e desenvolvimento embrionário pré-implantação (Eppig, 1994). A formação do 

embrião é diretamente dependente dos transcritos produzidos pelo oócito durante os eventos 

antes da concepção. Durante o crescimento, o oócito acumula muitos RNAs mensageiros que 

irão atuar no desenvolvimento embrionário (Nogueira et al., 2006; Feuerstein et al., 2006). As 

células da granulosa multiplicam suas camadas e as células tecais se diferenciam do estroma 

circundante e ocorre a formação das junções gap entre o oócito e as células da granulosa. No 

citoplasma, desenvolve-se o complexo de Golgi, o retículo endoplasmático liso e as gotículas 

lipídicas, que assumem uma localização periférica, além da formação da zona pelúcida e dos 

grânulos corticais (Van Weeler e Rodgers, 1996).  

Apesar de todos esses eventos, os oócitos de folículos pré-antrais ainda são incapazes de 

retomar o desenvolvimento. Entretanto, é nesta fase que são sintetizadas moléculas essenciais 

para o reinício da meiose e de componentes do fator promotor da meiose (Goudet et al., 1998). 

Além disso, a capacidade dos oócitos de completar todas as etapas do desenvolvimento está 

diretamente relacionada com o tamanho do folículo (Crozet et al., 1995) e do próprio oócito 

(Hyttel et al., 1997). Desta forma, o desenvolvimento de sistemas in vitro que suportem o 

crescimento do oócito ajudaria a identificar alguns fatores essenciais para a aquisição de 

competência do desenvolvimento. 

 

Sistemas in vitro para crescimento dos folículos pré-antrais 

 

Diferentes métodos de cultivo in vitro têm sido desenvolvidos a fim de se manter a 

viabilidade, promover o crescimento de folículos pré-antrais in vitro e obter oócitos maturos 

para produção in vitro de embriões (PIVE) (Fig. 1). 
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Figura 1. Principais avanços obtidos com a utilização de oócitos oriundos de folículos pré-

antrais de mamíferos cultivados in vitro. 

 

Variações nos sistemas de cultivo são adotadas, no entanto, em termos de morfologia 

folicular e do tipo de contato do folículo com o substrato (plástico da placa; ágar; componentes 

da matriz extracelular - colágeno, fibronectina, laminina, matrigel; monocamada de células 

somáticas) eles podem ser divididos em: (i) cultivos em que o objetivo é manter a estrutura 

esférica do folículo intacta, através da internalização do folículo no substrato (sistema 

tridimensional), e (ii) cultivos que permitem que os folículos sejam remodelados, uma vez que 

o folículo fica sobre o substrato (sistema bidimensional) (Demeestere et al., 2002; Pangas et al., 

2003; Basso et al., 2007; Figueiredo et al., 2008).  

Em cultivos bidimensionais, mesmo que os componentes individuais permaneçam 

funcionais, a arquitetura folicular não pode ser mantida, devido à aderência e achatamento dos 

folículos ao substrato (Gomes et al., 1999). Como alternativa, pode-se utilizar um sistema 

tridimensional, como por exemplo, o cultivo de ovário inteiro ou de seus fragmentos visando 

manter a arquitetura tridimensional, preservar a integridade estrutural do tecido e permitir as 

interações entre os folículos, que são essenciais para desenvolvimento normal (Abir et al., 

2006). No entanto, estes sistemas podem ter significativas limitações de nutrientes quando a 
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massa de tecido se desenvolve, ou o estroma pode exercer controle inibitório sobre o início do 

crescimento dos folículos primordiais (Wandji et al. 1996).  

A escolha do sistema de cultivo será ditada pelos objetivos do estudo. Quando o 

objetivo é usar as células somáticas no cocultivo de oócitos, um melhor rendimento é obtido 

quando se emprega um sistema bidimensional. Quando o objetivo é determinar as relações 

fisiológicas intrafoliculares, é melhor manter os folículos encapsulados no substrato, utilizando 

um sistema tridimensional (Smitz e Cortvrindt, 2002). 

Outro aspecto muito importante do sistema in vitro para o crescimento de folículos pré-

antrais é a composição do meio de cultivo (Smitz e Cortvrindt, 2002). Várias substâncias 

adicionadas podem influenciar a sobrevivência e o crescimento folicular, incluindo os 

antibióticos, tampões, substratos nutricionais (lipídeos, proteínas, aminoácidos, ácidos 

nucléicos, vitaminas, monossacarídeos, etc.), diferentes fontes proteicas, antioxidantes, 

hormônios e diversos fatores de crescimento (Figueiredo et al., 2008). A escolha do sistema de 

cultivo e a adição de fatores que promovam o crescimento e obtenção de oócitos competentes 

para produção de embriões in vitro podem variar de acordo com a classe e tamanho do folículo 

e ainda, com a espécie em estudo. No entanto, é conhecido que o crescimento oocitário em 

folículos pré-antrais é estimulado por fatores de crescimento como Kit Ligand (ovino: 

Driancourt et al., 2000), fator inibidor de leucemia (camundongo: Reynaud et al., 2000), fator 

de crescimento semelhante à insulina 1 (caprinos: Zhou e Zhang, 2005), fator de crescimento 

epidermal (caprinos: Silva et al., 2004) e pela gonadotrofina FSH (caprinos: Matos et al., 2007). 

Entretanto, um sistema que suporte todo o desenvolvimento folicular desde o estágio primordial 

ainda não foi alcançado em animais domésticos até o momento (Picton et al., 2008).  

 

Princípios da maturação oocitária 

 

A maturação in vitro (MIV) é uma técnica reprodutiva que permite que os oócitos 

atinjam a metáfase II in vitro e adquiram a competência para serem fecundados e iniciem a 

embriogênese (Smitz et al., 2004). Na maioria das espécies, os oócitos inclusos em folículos 

primordiais presentes no ovário se encontram em estágio quiescente, além de serem pequenos e 

imaturos. Contudo, em intervalos regulares, certo número deles começa a crescer e maturar, 

mas de todo esse potencial in vivo, somente um oócito será ovulado e o restante sofrerá atresia 

(Hardy et al., 2000). Assim, a MIV tem o potencial de resgatar uma grande quantidade de 

oócitos imaturos ainda no ovário e cultivá-los in vitro até a maturação (Gilchrist et al., 2008). 
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No entanto, os oócitos maturados in vitro não têm o mesmo potencial de desenvolvimento que 

os oócitos maturados in vivo (Chian et al., 2004).  

O processo de maturação oocitária consiste em uma complexa sequência de eventos 

nucleares e citoplasmáticos (Fissore et al., 2002). Este processo é composto por inúmeras 

modificações estruturais e moleculares no citoplasma (maturação citoplasmática) que culminam 

com a configuração cromossômica em metáfase II (maturação nuclear) precedendo a 

penetração do espermatozoide e sua ativação para fecundação (Roth e Hansen, 2005). 

Atualmente, evidências disponíveis indicam que as condições de cultivo adequadas suportam a 

maturação nuclear, mas frequentemente não conseguem sustentar a maturação citoplasmática 

(Combelles et al., 2002). A natureza desta deficiência ainda está sujeita à especulação 

(Vanhoutte et al., 2007). 

Os folículos em crescimento e/ou dominantes apresentam oócitos que permanecem 

bloqueados no estágio de diplóteno da prófase meiótica. In vivo, a retomada da meiose é 

iniciada por uma onda pré-ovulatória de LH e acontece somente em oócitos de folículos 

dominantes (pré-ovulatórios), totalmente crescidos e meioticamente competentes (Van Der 

Hurk e Zhao, 2003). Além dos eventos fisiológicos, a retomada da meiose pode ocorrer como 

consequência da atresia, quando a qualidade do folículo e o controle meiótico estão 

comprometidos (Downs, 1993). Ocorrendo também naqueles oócitos retirados de folículos 

terciários ou após a ovulação que perderam o contato com o fator inibidor da meiose presente 

no folículo e nos quais a maturação nuclear passa a ocorrer espontaneamente (Sirard e Coenen, 

1993).  

Antes e durante o período da onda de LH, o oócito é circundado por uma camada 

compacta de células do cumulus. Das células mais internas do cumulus, numerosas projeções 

penetram na zona pelúcida e atingem o oolema com junções gap. Pouco antes da onda de LH, 

ocorre uma quebra dessas junções. Então, durante o período entre a onda de LH e a ovulação, o 

oócito sofre alterações marcantes, que culminam com a maturação oocitária (Richards et al., 

2002). 

O oócito é então considerado o “regente” porque, desde o período de organização 

folicular e progressão até a ovulação, ele coordena o desenvolvimento do folículo. Além de 

controlar a proliferação e diferenciação de células da granulosa em células que produzam 

proteínas e esteroides. Essa característica leva ao aumento da responsividade às gonadotrofinas, 

diferenciação de células da teca e expansão do cumulus até a ruptura da parede folicular (Van 

Der Hurk et al., 2000). Porém, algumas características macroscópicas do folículo também são 

importantes para determinar o potencial da maturação nuclear e citoplasmática do oócito.  
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Maturação nuclear 

 

A maturação nuclear é caracterizada pelo oócito em estágio de metáfase II. A quebra de 

vesícula germinativa é o primeiro sinal visível de retomada da meiose e pode ocorrer, na 

espécie caprina, dentro de 3 horas após o oócito ter sido colocado em meio de maturação 

(Crozet et al., 1995; Sharma et al., 1996). A maturação nuclear de oócitos pré-ovulatórios é 

regulada por fatores presentes no fluido folicular, pela interação dos oócitos e células 

foliculares, bem como por fatores endócrinos, tais como as gonadotrofinas (Kim et al., 2008). 

Oócitos provenientes de folículos pré-antrais e antrais iniciais adquirem capacidade de quebra 

da vesícula germinativa apenas quando atingem um determinado diâmetro de acordo com a 

espécie (maior que 75 µm para camundongos e maior que 110 µm para ruminantes (Eppig e 

Schroeder, 1989; Fair et al., 1995; Anguita et al., 2007). 

Em bovinos, oócitos de 115 µm podem alcançar a quebra de vesícula germinativa, mas 

para adquirir capacidade de desenvolvimento embrionário devem estar com diâmetro superior a 

120 µm (Pavlok, et al., 1992). Em suínos, a maturação nuclear melhora conforme aumento do 

diâmetro do oócito e este, por sua vez, cresce conforme aumento do tamanho folicular e 

permanece constante quando o folículo atinge 2,8 mm, o que corresponde a oócitos de 120 µm 

(Bagg et al., 2004). Em caprinos, o diâmetro do oócito está positivamente correlacionado com a 

percentagem de oócitos que alcançam a metáfase II e que são capazes de se desenvolver até o 

estágio de blastocisto. Em oócitos caprinos, a competência meiótica é adquirida quando o 

diâmetro do oócito é maior do que 136 µm tanto em fêmeas adultas quanto pré-púberes 

(Anguita et al., 2007). 

Durante o crescimento do oócito dentro do folículo, muitas proteínas são sintetizadas. 

Algumas dessas proteínas, como o fator promotor de meiose no citoplasma são essenciais no 

processo de desenvolvimento do oócito antes e após a ativação do genoma do zigoto (Krisher, 

2004). Esse fator é uma proteína quinase constituída por uma subunidade catalítica (p34) e 

outra regulatória (ciclina B) (Gautier e Maller, 1991). É mediada por eventos de fosforilação e 

desfosforilação, e sua atividade aumenta no estágio de quebra da vesícula germinativa, com alta 

atividade em metáfase I, decrescendo em anáfase e telófase e alcançando outro pico em 

metáfase II. Além disso, está relacionado com a retomada da meiose, que é mantida por altos 

níveis deste fator no citoplasma do oócito, o qual é também descrito como um regulador 

universal do ciclo celular tanto na mitose como na meiose (Crozet et al., 2000).  

O bloqueio meiótico no estágio de vesícula germinativa é mantido pelas altas 

concentrações do AMP cíclico que são produzidos pelas células da granulosa e transportados 



92 
 

para o oócito via junções gap. Após a puberdade, uma onda de LH causa o declínio do AMP 

cíclico, primeiro pelo desligamento das junções gap entre oócito e células da granulosa e 

também pela redução da sua produção pela granulosa (Kawamura et al., 2004). O declínio do 

AMP cíclico provoca a desfosforilação e consequente ativação do complexo fator promotor da 

meiose, que por sua vez está envolvido com a quebra do envelope nuclear, condensação de 

cromatina, reorganização do citoesqueleto e bloqueio da atividade transcricional (Miller e 

Russell, 1992). 

A quebra da vesícula germinativa consiste na condensação da cromatina, aparecimento 

de estruturas denominadas cinetócoros (pontos de ancoragem dos cromossomos aos 

microtúbulos) e na dissolução da membrana nuclear. Ocorre duplicação dos centríolos, e os 

cromossomos em pares diploides, que se encontram livres no citoplasma, migram para a região 

equatorial caracterizando a metáfase I (Mermillod e Lannou, 1999). O oócito primário sofre 

divisão meiótica, originando duas células filhas, sendo que uma delas contém a maior parte do 

citoplasma e constitui o oócito propriamente dito. A outra parte, muito menor, é expulsa para o 

espaço perivitelino, sendo denominada corpúsculo polar, que, além de cromossomos, possui 

uma variedade de organelas, incluindo mitocôndrias, ribossomos e grânulos corticais. Nesse 

momento, o oócito é considerado secundário, e os cromossomos se alinham no centro do fuso, 

caracterizando o estágio de metáfase II (Sirard et al., 1992). Em diferentes espécies, varia o 

tempo requerido para o oócito atingir a metáfase II (Thibault et al., 1987). Oócitos de algumas 

espécies, inclusive em humanos, quando cultivados in vitro podem sofrer parada em metáfase I 

e se tornarem incapazes de alcançar a metáfase II (Hardy et al., 2000). Esta condição poderia 

ocorrer pelo fato do oócito ainda não ter atingido sua competência meiótica, ou por erros 

ocorridos na recombinação genética que, sob condições normais, ocorre na fase de prófase I no 

estágio de paquíteno. Isto indica que a recombinação genética é um fator chave para que o 

oócito retome a meiose. Outros fatores responsáveis pelo funcionamento do fuso meiótico 

exercem uma função importante na transição de metáfase I para metáfase II. Os 

microfilamentos agem na migração dos cromossomos e alterações na sua estrutura podem levar 

à parada em metáfase I. Mesmo quando fecundados, oócitos com defeitos no fuso meiótico 

frequentemente resultam em embriões com poliploidia (Mrazek e Fulka, 2003). 

 Em ratos, a pró-metáfase I com condensação dos cromossomos e formação da placa 

metafásica dura cerca de 6 horas e a metáfase I cerca de 4 horas. Esta duração é importante para 

a síntese e formação do fuso meiótico, já que a passagem pela anáfase e telófase I é 

relativamente rápida (Mermillod e Lannou, 1999). Estudos em oócitos humanos com falha após 

FIV apresentaram anormalidades no fuso em metáfase II com alta probabilidade de sofrer 
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parada nesta fase da meiose devido a alterações na ativação do oócito. Mesmo após a 

fecundação, falhas na ativação podem ocorrer e impedir a formação dos pró-núcleos, com 

consequente descondensação da cromatina do espermatozoide. Outras falhas como a não 

extrusão do segundo corpúsculo polar podem ocorrer, devido a erros na localização do fuso e 

ainda, por ativação partenogenética, estes oócitos podem clivar ou apresentar dois pró-núcleos 

com apenas um corpúsculo polar (Mrazek e Fulka, 2003).  

 

Maturação citoplasmática 

 

A maturação citoplasmática pode ser considerada como o conjunto de processos pelo 

qual o oócito de mamíferos passa para se tornar uma célula capaz de fecundar e dar suporte ao 

desenvolvimento embrionário inicial. Estas mudanças dizem respeito à redistribuição das 

organelas celulares, dentre elas os grânulos corticais, estocagem de proteínas e RNAm, 

desenvolvimento de mecanismos regulatórios do cálcio, entre outros (Anguita et al., 2007). No 

entanto, os mecanismos celulares envolvidos na competência do oócito ainda não são bem 

descritos.  

A maturação citoplasmática é necessária para a obtenção de condições de bloqueio da 

polispermia, para descondensar o núcleo do espermatozoide que penetrou e formar o pró-núcleo 

masculino após a fecundação. Inclui ainda a redistribuição das organelas celulares, com a 

migração das mitocôndrias para a posição perinuclear e acúmulo de grânulos na extensão do 

oolema (Picton et al., 1998). Um oócito que não completou ainda sua maturação citoplasmática 

possui baixa qualidade e é incapaz de se desenvolver normalmente (Krisher, 2004).  

 A competência meiótica é gradualmente adquirida durante o período final da oogênese. 

O estágio final para um bom desenvolvimento, antes da ovulação, requer sincronização entre a 

maturação nuclear e citoplasmática (Eppig et al., 1994). Oócitos de muitas espécies que 

completaram seu desenvolvimento, quando liberados do folículo, podem maturar 

espontaneamente. Acredita-se que prolongando a parada meiótica in vitro por bloqueio 

temporário da maturação nuclear, com uma técnica denominada “cultivo pré-maturação” pode-

se estimular a sincronização entre a maturação nuclear e citoplasmática. Este bloqueio pode dar 

tempo para que ocorram as mudanças estruturais e bioquímicas (transcrição de RNAm, 

modificações de proteínas, relocação e modificações de organelas) que o oócito necessita para 

se tornar capaz de ser fecundado e desenvolver o embrião com sucesso (Dieleman et al., 2002; 

Vanhoutte et al., 2007). Algumas substâncias podem ser utilizadas para prolongar esse bloqueio 

da meiose in vitro (Nogueira et al., 2003). Estas substâncias manipulam as concentrações de 
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AMP cíclico intraoocitários pela inibição de fosfodiesterases específicas no citoplasma do 

oócito e o mantém parado no estágio de vesícula germinativa (Nogueira et al., 2006). As 

fosfodiesterases exercem uma função no controle da maturação nuclear do oócito, sendo 

responsáveis pela degradação do AMP cíclico que está ligado à retomada da meiose (Feuerstein 

et al., 2006).  

 Nos últimos anos, vários grupos de pesquisa vêm trabalhando com o intuito de 

aprimorar a maturação citoplasmática in vitro e, consequentemente, melhorar a capacidade de 

desenvolvimento embrionário de oócitos provenientes de folículos antrais pequenos. Fatores de 

crescimento produzidos pelas células durante o desenvolvimento folicular tais como, fator de 

crescimento semelhante à insulina-I (IGF-I), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de 

crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento e diferenciação 9 (GDF-9) e a proteína 

morfogenética óssea 15 (BMP-15) já foram testados durante maturação in vitro e melhoraram a 

capacitação dos oócitos (Gonçalves et al., 2007). 

 Atualmente, a maturação nuclear, a retomada da meiose e a finalização da primeira 

divisão meiótica ocorrem in vitro para todas as espécies estudadas. Números significativos de 

oócitos imaturos que são maturados até metáfase II e em seguida são submetidos à fecundação, 

clivagem e desenvolvimento embrionário até a formação de um indivíduo viável variam de 

acordo com a espécie. No entanto, alterações na maturação citoplasmática são mais aparentes 

nos estágios finais do desenvolvimento embrionário (Trouson et al., 2001). Além disso, os 

baixos resultados da produção in vitro de embriões podem ser seguramente atribuídos a dois 

principais fatores: as condições de cultivo in vitro (Russel et al., 2006) e a qualidade dos oócitos 

selecionados para a maturação in vitro (Camargo et al., 2006). 

 

Qualidade do oócito 

 

O oócito adquire sua capacidade para fecundação e desenvolvimento após longo período 

de crescimento. Este processo envolve tanto a síntese de componentes citoplasmáticos como o 

rearranjo e redução no número de cromossomos. Estes dois eventos são interligados e sua 

cronologia é determinante para assegurar que o oócito atinja a maturação nuclear e 

citoplasmática simultaneamente. O desenvolvimento embrionário é diretamente comprometido 

se a maturação do oócito não for completa (Hunter, 2000). 

Existem grandes variações quanto aos padrões morfológicos dos oócitos entre as 

espécies. Oócitos de camundongos e ruminantes apresentam ooplasma claro e quase ausente de 

granulações, enquanto em equinos, suínos e caninos observa-se ooplasma escuro e com 
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granulações. Essas podem se apresentar de forma heterogênea, devido à quantidade e à 

distribuição dos lipídeos citoplasmáticos (Carneiro et al., 2002). Desta forma, o oócito pode ter 

seu potencial de maturação, fecundação e capacidade de desenvolvimento embrionário 

estimado pela aparência do complexo cumulus-oócito. A classificação dos oócitos pode ser 

realizada em uma escala de 1 a 4, sendo, Qualidade 1: Cumulus compacto presente, contendo 

mais de três camadas de células. Ooplasma com granulações finas e homogêneas, preenchendo 

o interior da zona pelúcida e de coloração marrom. Qualidade 2: Cumulus compacto 

parcialmente presente em volta do oócito ou rodeando completamente o oócito, com menos de 

três camadas celulares. Ooplasma com granulações distribuídas heterogeneamente, podendo 

estar mais concentradas no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um só local 

aparentando uma mancha escura. O ooplasma preenche o espaço do interior da zona pelúcida. 

Qualidade 3: Cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraído com espaço entre a 

membrana celular e a zona pelúcida, preenchendo irregularmente o espaço perivitelino. 

Qualidade 4: Oócito sem cumulus, também conhecido como oócito desnudo (Gonçalves et al., 

2008). 

Diferente da maturação in vivo, os oócitos maturados in vitro frequentemente têm seu 

metabolismo alterado e um potencial de desenvolvimento reduzido. Este fato pode ser devido a 

deficiências no meio de maturação, a uma habilidade intrínseca do oócito, ou ambos. A 

regulação na disponibilidade de nutrientes e de enzimas pode ocorrer em diversos níveis 

(Krisher et al., 2004). Para folículos pré-antrais, o cultivo pode apresentar vantagens 

provocando alterações significativas no microambiente do folículo e do oócito antes e durante 

os processos de maturação. Além disso, pode ser útil para explorar as diferentes respostas do 

oócito e das células somáticas do folículo quando submetidos a diferentes ambientes e 

concentrações de moléculas e fatores (Sun et al., 2004). Assim, a qualidade do ambiente onde o 

oócito foi produzido parece ser de vital importância para o desenvolvimento de sua 

competência. Muitos estudos têm avaliado as diferentes características foliculares, que podem 

apresentar fatores associados com o aumento da competência oocitária. Algumas características 

como tamanho e integridade folicular, homogeneidade do ooplasma, perfil hormonal e status 

ovariano possivelmente influenciam o desenvolvimento da competência oocitária (Oussaid et 

al., 2000).  
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Sistemas in vitro para maturação oocitária 

 

O sistema in vitro ideal para o desenvolvimento oocitário seria aquele em que oócitos 

isolados atingissem o crescimento e a competência para maturação em um meio definido sem a 

unidade folicular (Telfer, 1998). Os oócitos isolados de folículos pré-antrais e cultivados sem 

suas células da granulosa ou em cocultivo com células da granulosa não apresentam um 

crescimento significativo (Eppig, 1994). Entretanto, oócitos cultivados com junções gap 

intactas entre o oócito e células da granulosa crescem e tornam-se competentes para se 

submeterem à maturação nuclear. Por isso, as ligações fisiológicas íntimas entre os oócitos e as 

células somáticas no folículo são indispensáveis para o desenvolvimento normal do oócito 

(Matzuk et al., 2002).  

Recentemente, vários sistemas de cultivo têm sido desenvolvidos para permitir o 

crescimento in vitro de oócitos. A natureza do sistema de cultivo depende do estágio inicial do 

folículo, o qual tem influência sobre o número de folículos disponíveis, a capacidade de 

desenvolvimento e a taxa de crescimento e a duração do cultivo. O ideal seria que esse cultivo 

iniciasse com folículos primordiais, porque eles são mais abundantes, mas tem como 

desvantagem o fato do crescimento desta categoria folicular ser mais lento (Eppig, 2001). No 

entanto, este procedimento aumentaria drasticamente o potencial reprodutivo das espécies 

mamíferas (Eppig, 2001). Além disso, o tempo requerido para maturação in vitro pode variar 

entre as diferentes espécies (Mingoti, 2005), sendo de 18-24 horas para bovinos (Merton et al., 

2003), 28-36 horas para equinos (Carneiro, 2002), 30 horas para caprinos (Sharma et al., 1996) 

e de 48 horas em suínos (Somfai et al., 2005).  

 In vitro, diferentes condições de cultivo e protocolos já foram testadas para a maturação 

de oócitos, vários meios de maturação, tais como fluído sintético de oviduto (SOF; Gandhi et 

al., 2000), DMEM, Ham’s F-10, Ham’s F-12 (Smetanina et al., 2000) e meio de cultivo tecidual 

199 (TCM 199), têm sido utilizados. O TCM 199 proposto por Moor et al. (1984) é o meio 

mais difundido entre os laboratórios de produção in vitro sendo, geralmente, suplementado com 

soro fetal bovino, FSH, LH, piruvato, glutamina e antibiótico e/ou outros fatores. Esta 

suplementação tem o objetivo de estimular o desenvolvimento in vitro (Guixue et al., 2001). 

Entretanto, existem variações entre os diferentes protocolos de PIVE. 

Os efeitos moleculares que mediam a influência positiva destes suplementos não estão 

completamente esclarecidos, mas dados recentes suportaram o possível envolvimento dos 

fatores de crescimento influenciando a MIV e melhorando a competência oocitária elevando 

significativamente o número de blastocistos produzidos (Carneiro et al., 2003). As substâncias 



97 
 

como fatores de crescimento, gonadotrofinas, soros específicos e diferentes condições de 

cultivo revelaram algum efeito nas taxas de produção e qualidade embrionária, mas nunca ao 

ponto de todos os oócitos responderem a estas condições (Sirard et al., 1998). Por essa razão, é 

evidente que as condições de cultivo têm um efeito significativo em permitir ao oócito 

expressar seu potencial, mas os constituintes originais do oócito controlam a sua habilidade de 

responder às melhores condições (Sirard, 2001). 

A MIV é comumente realizada utilizando meio coberto por óleo de parafina ou óleo 

mineral para evitar a evaporação (Shimada et al., 2001). No entanto, o óleo pode absorver 

rapidamente os hormônios esteroides adicionados ao meio ou aqueles secretados pelas células 

do cumulus (Gonçalves et al., 2008) podendo limitar a competência de desenvolvimento de 

oócitos suínos. Segundo Shimada et al. (2002), a exposição de oócitos suínos ao óleo mineral 

durante a MIV reduz consideravelmente as taxas de maturação meiótica nessa espécie.  

Além da utilização de substâncias reconhecidamente reguladoras da maturação nuclear 

de oócitos em mamíferos como as citadas anteriormente, outros fatores também estão 

envolvidos no processo de foliculogênese como o fluido folicular e o cocultivo com células da 

granulosa (Carneiro, 2007). O fluido folicular tem sido utilizado com relativa eficiência, com 

exceção do fluido folicular proveniente de folículos atrésicos. O uso de fluido folicular nos 

meios de maturação em suínos é utilizado com sucesso, pois contém substâncias que agem na 

expansão do cumulus-oócito, na maturação nuclear e na fecundação, por conter altas 

concentrações da enzima superóxido dismutase, que exerce função importante na proteção do 

oócito ao estresse oxidativo (Tatemoto et al., 2004). Ali et al. (2004) observaram que a adição 

de fluido folicular de folículos maiores que 8 mm ao meio de maturação foi capaz de aumentar 

a produção de embriões. A importância das células somáticas durante o processo de maturação 

in vivo é clara e tem sido positiva nos sistemas de cultivo para MIV em bovinos (Squires, 

1996). Segundo Matzuk et al. (2002), as células da granulosa são indispensáveis para o 

crescimento folicular, diferenciação, estágio nuclear meiótico, maturação citoplasmática e 

atividade transcricional genômica. Sendo constatado que, quando atingem um diâmetro limite, 

os oócitos suprimem a habilidade das células da granulosa em promover a continuidade de seu 

crescimento, indicando que o oócito determina não somente o crescimento folicular, mas 

também indiretamente o seu próprio crescimento. 

Marques et al. (2007) avaliaram a maturação in vitro em oócitos suínos em dois 

diferentes meios (TCM 199 e NCSU23) suplementados com fluido folicular, álcool polivinílico 

e diferentes suplementações de hormônios, fator de crescimento epidermal (EGF), 

gonadotrofina coriônica humana e equina (hCG e eCG). Esses pesquisadores verificaram maior 
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eficiência na maturação quando utilizaram o TCM 199 suplementado com EGF (10 ng/mL), 

hCG (10 UI/mL) e eCG (10 UI/mL). O EGF é um fator de crescimento bastante utilizado em 

meios de maturação e o seu principal efeito é estimular a síntese de glutationa intracelular no 

oócito. A glutationa protege o DNA, age na síntese de proteínas e transporte de aminoácidos, 

regula a maturação oocitária através do estímulo para a quebra da vesícula germinativa e 

expansão das células do cumulus-oócito (Buccione et al., 1990), além de promover a formação 

do pró-núcleo masculino durante a fecundação (Whitaker e Knight, 2004). Yoshida et al. (1993) 

reportaram que o cultivo de oócitos suínos com meio suplementado com cisteína promoveu a 

formação do pró-núcleo masculino após FIV. A cisteína é um aminoácido que compõe a 

glutationa. Essa glutationa também tem função importante na ação contra os efeitos tóxicos dos 

danos oxidativos, inclusive causados pelo metabolismo da glicose no oócito, pois a maturação 

induzida pelo FSH parece estimular enzimas que aumentam o metabolismo da glicose e a 

quebra da vesícula germinativa (Downs et al., 1998). No entanto, o metabolismo da glicose é 

dependente tanto da tensão de oxigênio utilizada para o cultivo como também da concentração 

de espécies reativas de oxigênio no oócito. O estresse oxidativo excessivo contribui para 

redução no desenvolvimento do oócito e dos embriões in vitro (Tatemoto et al., 2001).  

Carneiro et al. (2001) determinaram que o IGF-I (200 ng/mL) incrementa os índices de 

maturação nuclear em equinos. Posteriormente, foi determinado que sua adição ao meio induz 

maior acúmulo de proteína quinase mitogenicamente ativada (MAPK) no citoplasma, o que, por 

sua vez, refletiu em maior desenvolvimento embrionário após a partenogênese de oócitos 

equinos (Li et al., 2004). Willis et al. (1991) constataram uma redução significativa na 

maturação nuclear dos oócitos em meio suplementado com albumina sérica bovina (BSA), 

quando comparado à utilização de outras fontes proteicas. Entretanto, devido às preocupações 

sanitárias, a utilização de BSA como suplemento proteico é amplamente difundida na MIV de 

oócitos equinos (Curcio, 2005).  

Além das substâncias adicionadas ao meio, os oócitos em cultivo também são afetados 

por condições fisiológicas específicas, tais como a osmolaridade, composição iônica, 

temperatura, pH, CO2 e tensão de oxigênio, que por sua vez, tornam-se parâmetros 

influenciadores importantes da capacidade de desenvolvimento do oócito (Hunter, 2000). Sob 

condições de alta tensão de oxigênio durante a MIV, oócitos bovinos necessitam de baixas 

concentrações de glicose para diminuir as espécies reativas de oxigênio, aumentar a 

concentração de glutationa e assim manter a sua competência para o desenvolvimento 

(Hashimoto et al., 2000). Por outro lado, quando se utiliza baixas tensões de oxigênio na MIV 

de oócitos bovinos, apesar de diminuir as espécies reativas de oxigênio, tem a desvantagem de 
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inibir a produção de ATP e a progressão até metáfase II. No entanto, quando a glicose é 

adicionada ao meio nestas condições, aumenta a proporção de oócitos que atingem metáfase II. 

Em camundongos, a exposição dos oócitos a baixas tensões de oxigênio pode aumentar o 

número de células dos blastocistos, entretanto o peso fetal foi reduzido quando comparado a 

altas concentrações de oxigênio (Banwell et al., 2007).  

A exposição de oócitos a temperaturas muito baixas ou elevadas (i.e. choque térmico) na 

fase de vesícula germinativa (Payton et al., 2004) ou durante a fase inicial de maturação (Roth e 

Hansen, 2004) interfere com o processo de maturação (Roth e Hansen, 2005), devido alterações 

que ocorrem no citoesqueleto (Shin e Kim, 2003). A exposição das células somáticas ao choque 

térmico durante a fase S pode resultar em condensação prematura do cromossomo e formação 

de micronúcleos (Swanson et al.. 1995) e durante a fase M, resulta na desmontagem do fuso 

mitótico, poliploidia e falha na citocinese (Vidair et al., 1993). No campo da produção de 

animais domésticos, como também na medicina humana e nos estudos ligados a preservação de 

espécies, as biotecnologias reprodutivas acabam tendo uma aplicação limitada visto que nem 

todos os oócitos estão realmente aptos para se desenvolverem in vitro. Neste sentido, vários 

métodos de avaliação para determinar a eficiência da maturação in vitro vêm sendo estudados. 

 

Técnicas de avaliação da maturação oocitária 

 

A morfologia e o grau de expansão das células do cumulus são métodos clássicos para 

avaliação da maturação oocitária. Em bovinos, a expansão e enegrecimento do cumulus são 

características utilizadas para verificar a maturação oocitária e estão diretamente relacionadas 

com boa qualidade embrionária (Wurth e Kriup, 1992). Oócitos bovinos que exibiram 

citoplasma mais heterogêneo apresentam maior capacidade de fecundação normal e com 

redução da polispermia, pois exibem melhor distribuição dos grânulos corticais após a MIV 

(Nagano et al., 1999). 

O estágio nuclear dos oócitos após a MIV pode ser examinado sob microscopia ótica 

com contraste de fase, após fixação dos oócitos com metanol-ácido acético e coloração com 1% 

de lacmóide em 45% de solução de ácido acético (Hunter e Polge, 1966) ou com 1% de orceína 

em 40% de solução de ácido acético (Li et al., 2002). Outra técnica para visualização dos 

cromossomos dos oócitos e determinação dos estágios nucleares de maturação é a microscopia 

por fluorescência (Miyara et al., 2003). Após serem submetidos às técnicas de MIV, os oócitos 

são desnudados, marcados com Hoechst 33342 e visualizados em microscópio invertido com 

fluorescência (Grondahl et al., 1995). Os oócitos que são capazes de retomar a meiose 
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apresentam dois grupos de cromossomos bem condensados com corpúsculo polar evidente (Sun 

et al., 2004). O fuso de metáfase I e II, as pontes citoplasmáticas e o corpúsculo polar podem 

ser corados por meio da imunofluorescência com anticorpo anti-tubulina (isolado de ovos de 

ouriço do mar ou de outras fontes). Este procedimento tem sido utilizado para acompanhamento 

da progressão da maturação in vitro em oócitos de camundongos, bovinos e outras espécies 

(Hoth e Hansen, 2005). A imunofluorescência de oócitos humanos com fosfodiesterase é 

largamente utilizada para verificar a parada nuclear temporária em vesícula germinativa. Esta 

técnica também pode ser melhor observada em microscopia confocal por varredura a laser para 

uma melhor visualização de diferentes planos da mesma estrutura (Vanhoutte et al., 2007).  

Infelizmente, somente métodos invasivos que causam a destruição dos oócitos são 

capazes de predizer com relativa precisão a qualidade dos mesmos. No entanto, recentemente 

tem sido utilizado o corante Azul Cresil Brilhante, um método não invasivo, para tal finalidade. 

Esta substância é capaz de determinar a atividade da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase 

(G6PDH) presente em oócitos durante o crescimento (Rodriguéz-González et al., 2003). 

A maturação citoplasmática pode ser avaliada pela distribuição das organelas por 

microscopia eletrônica (Fernandes, 2004), migração dos grânulos corticais (Curcio, 2005), 

clivagem partenogenética (Carneiro et al., 2001) ou técnicas de fecundação (Carnevale, 1996). 

A despeito da grande quantidade de informações disponíveis sobre o assunto, não se chegou 

ainda a um método ideal para avaliação da maturação citoplasmática que não seja a própria 

fecundação e o posterior desenvolvimento normal do embrião e do feto (Krisher et al., 2004). 

 

Considerações finais 

 

O crescimento de folículos primordiais in vitro seguido pela maturação oocitária é capaz 

de fornecer um grande número de oócitos maturos para posteriores programas de transferência 

embrionária e clonagem. Nesse contexto, os sistemas de maturação in vitro oferecem condições 

razoáveis para o desenvolvimento do oócito após a fecundação e o cultivo, visto que a 

maturação nuclear e a fecundação não diferem substancialmente do processo in vivo. 

Entretanto, para a produção in vitro de embriões em larga escala faz-se necessário um melhor 

entendimento das substâncias que controlam a foliculogênese inicial, visando o 

desenvolvimento de meios de cultivo que assegurem a ativação, crescimento e maturação de 

oócitos oriundos de folículos pré-antrais.  

Até o presente momento, as razões para a falha dos oócitos de ruminantes em completar 

a meiose in vitro não foram determinadas, porém podem estar relacionadas a alterações nas 
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reações bioquímicas envolvidas no processo meiótico. O entendimento das particularidades da 

fisiologia, adição de hormônios e fatores de crescimento específicos nos meios de cultivo 

proporcionaram avanços na MIV em mamíferos. Entretanto, mais estudos são necessários para 

incrementar de forma eficiente a produção in vitro de embriões nas diferentes espécies. 
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Resumo 

 

O fator de crescimento do nervo (NGF) é o peptídeo protótipo da família das neurotrofinas, que 

tem uma estrutura terciária baseada em um nó de cistina composta por filamentos-beta torcidos 

em torno de si e ligados por pontes dissulfeto. O NGF desempenha ações na manutenção da 

viabilidade e proliferação de células neurais e não neurais, como as células do ovário. Desta 

forma, o foco da presente revisão foi examinar o papel do NGF e seus receptores no 

desenvolvimento folicular ovariano. O NGF exerce suas múltiplas ações através da ligação a 

duas classes de receptores: o receptor tirosina-quinases A (TrkA) de alta afinidade e o receptor 

p75 de baixa afinidade. Devido essa variação de receptores, diferentes vias de sinalização 

intracitoplasmáticas podem ser ativadas com a ligação do NGF. O receptor TrkA desencadeia 

predominantemente a ativação de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e proteína quinase 

mitogenicamente ativada (MAPK) garantindo a sobrevivência e diferenciação celular. Ainda foi 

descrita a ativação da via fosfolipase tipo Cγ (PLCγ) que gera diacilglicerol (DAG) e inositol 

trifosfato (IP3) induzindo liberação de cálcio de estoques celulares intracitoplasmáticos. No 

entanto, a ativação via receptor p75 é menos compreendida. A expressão de RNAm para o NGF 

e seus receptores foi verificada em células ovarianas (oócito, células da granulosa, teca e células 

intersticiais) de várias espécies. Esse fato sugere que o NGF e seus receptores regulem diversas 

funções no ovário, tais como a sobrevivência e desenvolvimento folicular. Por isso, o emprego 

de meios de cultivo adequados ao desenvolvimento folicular utilizando NGF torna esta área 

bastante atraente para futuros grupos de pesquisa, embora o entendimento completo da ação do 

NGF na comunicação folicular ainda seja um desafio. 

 

Palavras-chave: NGF, folículos, ovário, receptores. 
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Abstract 

 

Nerve growth factor (NGF) is a prototype member of the neurotrophins family, which 

has important functions in the maintenance of viability and proliferation of neuronal and 

nonneuronal cells, such as certain ovarian cells. Thus, the present review will highlight the role 

of NGF and its receptors on ovarian follicle development. NGF initiates its multiple actions 

through binding to two classes of receptors: the high affinity receptor tyrosine kinase A (TrkA) 

and the low affinity receptor p75. Due to the variation of receptors, different intracytoplasmic 

signaling pathways may be activated through binding to NGF. The TrkA receptor 

predominantly activates the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) and the mitogenic activated 

protein kinase (MAPK), promoting cell survival and proliferation. The activation of the 

phospholipase type Cγ (PLCγ) pathway, which results in diacilglicerol (DAG) and inositol 

triphosphate (IP3), culminates in the release of calcium from the intracytoplasmic cellular 

stocks. However, activation through p75 receptor is less known. The expression of NGF and its 

receptors is localized in ovarian cells (oocyte, granulosa, theca and interstitial cells) from 

several species, suggesting that NGF and its receptors may regulate some ovarian functions, 

such as follicular survival and development. Thus, the use of NGF in the culture medium of 

ovarian follicles may be of critical importance for future researchers wanting to promote 

follicular development in vitro. 

 

Keywords: NGF, follicles, ovary, TrkA, p75. 

 

Introduction  

 

Previous researchers have described growth factors as controlling the regulation of 

neural cells development and differentiation. They also participate in regulating these processes 

in nonneuronal cells (Dissen et al., 2002). The neurotrophic factors, for example, demonstrate 

this double activity, contributing with the development of a variety of nonneural tissues, 

including within the pancreas, thymus, heart, adenohypophysis and ovaries (Ojeda & Dissen, 

1994; Tessarollo, 1998). 

Neurotrophic factors consist of two main families: the neurotrophins (NT) and the glia 

derived neurotrophic factor (GDNF) (Airaksinen & Saarma, 2002; Chao, 2003). The NT family 

consists of some peptides with a high degree of structural homology, whose main components 

are: the nerve growth factor (NGF), the brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 



116 
 

neurotrophin-3 (NT-3) and neurotrophin-4/5 (NT-4/5) (Ibañes, 1998; Aloe, 2004; Dissen et al., 

2009).  

It is known that NTs, especially NGF, have been widely studied in the reproductive 

aspect, since they are present in the ovaries and the knockout of their genes impairs both 

follicular formation and development (Dissen et al., 2002). However, it is not known if NGF 

only functions in the ovary, despite its evident action as a trophic support in the sympathetic 

innervation of the organ and its important role during ovarian and follicle development 

(Mayerhofer, 1997; Dissen et al., 2001). In this way, the focus of the present review is to 

describe the role of NGF and its receptors on ovarian follicular development. 

 

Structural characterization of NGF and its receptors 

 

NGF is a prototype glycoprotein of the NT family, initially synthesized as a pro-NGF 

(306 amino acids), which is cleaved and translocated to the rough endoplasmic reticulum, being 

further changed by extracellular proteases, producing a biologic active protein (118 amino 

acids). The mature NGF is thus a covalent homodimer with a molecular weight of 130 kDa 

(Covaceuszach et al., 2004; Mouri et al., 2007; Nomoto et al., 2007).  

The tridimensional structure of NGF was revealed by McDonald et al. (1991), who 

verified using x-ray crystallography that this substance has an elongated shape with a core that 

is formed by twisted beta sheets and bound by disulfide bridges. The molecule is also composed 

by 3 subunits (α, β and γ complex). The β-NGF subunit is responsible for the biological activity 

and the γ-NGF subunit is a highly speci c active protease (26fi -kDa serine protease of the 

kallikrein protease group) responsible for the conversion of the pro-NGF transcript in its active 

form. The α-NGF subunit has not shown a known function, appearing inactive (Sofroniew et 

al., 2001). During the activation of NGF, the γ-NGF subunit proteins are hydrolyzed to convert 

pro-NGF synthesized from the gene into active homodimer NGF. In this process, the protein 

remains stable and there is no segregation of α-NGF and γ-NGF subunits. It is believed that 

although this protein has not shown biological function, they may serve to protect NGF from 

the proteolytic enzymes present in the tissues (Montalchini & Pietro Calissano, 1990). 

NGF begins its biological role through binding to two known receptors (Fig. 1). One of 

them shows high affinity to NGF and is known as a tyrosine kinase receptor A (TrkA) (Ibañes, 

1998; Terenghi, 1999). The other is a low affinity receptor called neurotrophin receptor p75 

(p75NTR or p75). NGF signaling preferentially occurs through TrkA receptor (Kaplan et al., 

1991), whereas p75 may potentiate or inhibit the biological responses mediated by TrkA (Kohn, 
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1999). Phylogenetic analysis between NGF and its TrkA receptor identified a co-evolution 

between these locos, increasing the receptor-ligand specificity (Halböök et al., 1998).  

 

 
Fig. 1. Squematic model illustrating high (TrkA) and low (p75) affinity receptors for NGF. 

Adapted from Grandpré et al., 2002. 

 

The TrkA gene was mapped in the chromosomal band 1q22 (Valent & Bernheim, 1997) 

and contain 17 exons that codify a transmembrane protein of 140 kDa, which has an 

extracellular binding domain (composed of three leucine-rich motifs anked bfl y two cysteine 

clusters, two immunoglobulin-like C2 type domains - Ig-C2), a single transmembrane domain 

and an intracellular domain with tyrosine kinase activity (Greco et al., 1996). NGF binding to 

the extracellular domain leads to receptor oligomerization and this rearrangement allows the 

domains of the closest kinases in the receptor chain to phosphorylate one to another, in a 

process called autophosphorylation (Kaplan & Miller, 2000; Alberts et al., 2004). The 

activation of TrkA receptors begins the signaling cascades, including intracellular pathways. 

The receptor p75 is a member of the death-promoting tumor necrosis factor receptor 

(TNF-R) superfamily which also includes the characteristic death receptors TNF-R apoptosis-

inducing ligand (TRAIL)-R and Fas/CD95 (Raase et al., 2008). The receptor p75 is a 75 kDa 
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glycoprotein with four extracellular cysteine rich repeats required for ligand binding (Chao, 

2003; Barker, 2004). It is a single pass type I transmembrane receptor, with an intracellular 

domain containing a juxtamembrane region and a type II consensus death domain (DD) 

sequence (Roux and Barker, 2002). Although p75 binds dimeric neurotrophin ligands, there is 

some controversy over the oligomeric status of p75 and evidence indicates that it may also 

signal as a monomer or as a dimer (Vilat et al., 2009). Recently, it was shown that p75 can form 

covalent homodimers through a disulphide bond in the transmembrane region. In this case, 

neurotrophin binding is understood to induce a conformational change in the receptor, such that 

it pivots on this disulfide bond at Cys257 to permit access of intracellular adaptor proteins to 

the intracellular domain in what is termed a “snail-tong model” (Simi & Ibanez, 2010). The 

receptor does not possess intrinsic enzymatic activity and instead transduces signals through 

recruitment of a variety of adaptor proteins to the intracellular domain, leading to proliferation, 

survival, or cell death (He & Garcia, 2004). Interestingly, p75 also serves as a receptor for 

immature pro-neurotrophins which induce cell death in a manner that is dependent on binding 

to a co-receptor, sortilin (Nykjaer et al., 2004). 

 

Cellular signaling through NGF/receptor on the regulation of folliculogenesis  

 

The effects of NGF are related to the activation of different biochemical pathways (Fig. 

2), as the activation of the MAPK and PI3K pathway with the inactivation of the apoptotic 

proteins BAD and BAX from the Bcl-2 family, both pathways activated by the TrkA receptor. 

Previous researchers have also described the activation of the PLCγ pathway that produces 

DAG and IP3, inducing the release of calcium from the intracytoplasmic cellular stocks 

(Glebova & Ginty, 2005). Finally, activation of the small GTPase Ras in response to NGF has 

been shown and linked to cell survival and differentiation (Caporali & Emanueli, 2009). 

The activation performed by the p75 receptor is less known, but it may result in the 

production of ceramides, activation of nuclear factor-kappa B (NF-κB) or regulator kinases, 

such as c-Jun N-terminal kinase (JNK) (Lee et al., 2001; Chao, 2003). p75 signaling can also 

lead to downstream activation of NF-κB which promotes cell survival through up regulation of 

anti-apoptotic genes such as cFLIP, which interferes with the activation of initiator caspase-8, 

the Bcl-2 family member Bcl-XL, and inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) XIAP and cIAP1/2 

(Karin, 2006; Baud and Karin, 2009). Together with the pro-apoptotic effects of p75, these 

findings show that p75 can act as a bifunctional switch directing the cell down opposing paths 

of cell death or survival (Molloy et al., 2011). 
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Thus, the p75 receptor shows an independent role in apoptosis that may be anti or pro-

apoptotic (Chao, 2003). The anti-apoptotic stimulus begins with the activation of a ceramide-

dependent signaling pathway (Shi et al., 2004). In this case, NGF interacts with the p75 

receptor to hydrolyze the sphingomyeline, which results in the production of the apoptosis 

cascade signaling inhibitor, called ceramide (Barrett, 2000). The pro-apoptotic stimulus induced 

by p75 follows the intrinsic apoptotic pathway, with the release of cytochrome c by 

mitochondria and activation of caspase-9 (Bhakar et al., 2003). However, cell apoptosis 

mediated by p75 does not occur when the high affinity receptors (TrkA) are also expressed 

(Botchkarev et al., 2000).  

 

Ras/MAPK pathway 

 

After NGF binds to its cellular receptor TrkA, activation of the Ras protein occurs, 

which is needed for cell differentiation and survival. This process is mediated through a Shc 

adaptor molecule that binds to phosphorylated tyrosine 490, which is critical for the activation 

of the Ras signaling cascade. The Shc is recruited to its recognized site in the activated Trk by 

the interactions with the Shc PTB domain (Nimnual et al., 1998). The Shc phosphorylation 

produces a site on phosphotyrosine Shc that recruits other adaptor proteins containing the SH2 

domain, such as the growth factor receptor-bound protein-2 (Grb2), which binds to the 

exchange factor of the guanine nucleotide (SOS - son of sevenless) (Robinson et al., 2005). The 

complex Grb2-SOS is translocated to the plasma membrane, where SOS activates a small 

protein G p21ras and promotes the transition from inactive Ras-GDP to active Ras-GTP 

(guanosine triphosphate) (York et al., 2000). The activated Ras protein stimulates signaling 

through several cytoplasmic kinase proteins, such as Raf (kinase specific for serine/treonine), 

MEK (MAPK kinase activator) and MAPK (Wood et al., 1992; Xing et al., 1998). The 

activation of one or more kinases leads to phosphorylation and activation of MEK and the 

isoforms of MAPK, ERK-1 and ERK-2 (kinases regulated by an extracellular signaling -1/-2) 

(Wood et al., 1992; Crews et al., 1992). The MAPK translocates into the cellular nucleus, 

where it phosphorylates a group of molecules responsible for transcription, thus beginning 

cellular proliferation (Silva et al., 2009). 

 

PI3K e PLCγ1 pathways 
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One of the main signaling mechanisms involving lipids is the cleavage of the membrane 

phosphatidylinositol to the formation of DAG and IP3 by PLCs. The IP3 may bind to its 

receptors in the rough endoplasmic reticulum, releasing Ca2+ from these stocks, as shown 

previously, while DAG may activate several isoforms of PKCs. Therefore, PI3K and PLCγ act 

as intracellular messengers, whose function is to transmit the membrane receptor signaling to 

several proteins that will make this sign noticeable by the cell (Lenz, 2000). 

Considering that PI3Ks may be activated by Ras (Rodriguez-Viviana et al., 1994) and 

by the subunits βγ of the protein G (Lopez-Ilasaca et al., 1997), these enzymes represent an 

important connection point between the signaling activators of protein G, Ras and PKC and 

their innumerous substrates (Lenz, 2000). 

The Ras independent pathway occurs when the GAB1 adaptor proteins (GRB2-

associated binding protein-1) and SHC are phosphorylated by TrkA. As soon as it is activated, 

they are associated with Grb2, producing a complex that activates PI3K (Holgado-Madruga et 

al., 1997). However, Trk phosphorylation can also promote the phosphorylation of the insulin 1 

receptor, which recruits and activates PI3K (Yamada et al., 1997). Once activated, either by 

Ras or by its independent pathway, the PI3K phosphorylates important proteins: the Akt (also 

known as kinase B protein), the RAC-PK and the ribosomal protein p70 S6 kinase (p70S6K or 

p70) (Chung et al., 1994; Marte et al., 1997). The Akt is considered the most important protein 

phosphorylated by PI3K, controlling the activity of several other important proteins for cellular 

survival. This process occurs through the regulation of proteins that control the activity of 

transcriptional factors which promote apoptosis (Brunet et al., 2003), such as the BAD cascade 

(a pro-apoptotic member of the Bcl-2 family) (Yuan et al., 2001).  

The role of PI3K on cellular growth and differentiation occurs through phosphorylated 

phosphatidylinositol that recruits guanine exchange factors Cdc42/Rho/Rac (GEF), which act 

on the organization of actin filaments into the cytoskeleton, improving mitotic fuse orientation 

(Yuan et al., 2003). 

The activation of PLCγ by Trk promotes an increase in intracellular Ca2+ levels and the 

regulation of kinase C protein. These activate numerous intracellular enzymes, including all 

isoforms of kinase C protein and calcium/calmodulin dependent protein kinase C (CaMK II), 

which then activate other important proteins. One such important protein is the MEK and 

ERK1/ERK2 (Corbit et al., 1999).  

Other Ras independent pathways have been related to cellular survival and 

differentiation. Among them, the phosphorylation of the SNT molecule by NGF (Rabin et al., 

1993) can be highlighted. In this case, once phosphorylated, the SNT is translocated into the 
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nucleus, where it acts as a transcriptional factor, regulating the genes that control cell cycle 

(Rabin et al., 1993).  

 
Figure 2. Squematic representation of signaling pathways between NGF and TkrA. NGF binds 

to its receptor TrkA, leading to the dimerization and autophosphorylation. The Shc adaptor 

molecule binds to the phosphate in the receptor and to the complex Grb2-SOS. The Ras 

complex activates, exchanging the GDP to GTP. The activated Ras interacts directly with the 

Raf protein, which leads to the sequential activation of MEK and MAPK. The MAPK 

translocate to the nucleus, where it phosphorylates transcriptional factors, promoting the 

cellular differentiation. The Ras also promotes PI3K activation, which activates substances 

responsible for follicular survival and growth. Activation of PLCγ1 results in the release of Ca2+ 

and PKC activation. 

 

Expression of NGF and its receptor in the ovary 

 

The expression of NGF and its receptors (TrkA and p75) was verified in the ovarian cells 

(oocyte, granulosa, theca and interstitial cells) of several species, including human (Spears, 

2003; Salas et al., 2006), rodent (Romero et al., 2002; Shi et al., 2004), bovine (Dissen et al., 

2000; Levanti et al., 2005), ovine (Barboni, 2002) and caprine (Ren et al., 2005). Thus, NGF 
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and its receptors regulate several functions in the ovary, such as sexual development (Lara et 

al., 1990), follicular development and ovulation (Dissen et al., 1996; 2001), through autocrine 

and paracrine ways. 

In bovine, Levanti et al. (2005) verified by immunohistochemistry a weak immunostaining 

for the protein p75 in the ovarian stromal, and a high immunoreactivity in the oocytes of 

preantral follicles (primordial, primary and secondary) and early antral (tertiary). The 

immunoreactivity for the TrkA receptor was found in the oocyte, granulosa and theca cells, and 

appeared independent of the follicular maturation stage. In swine ovaries, the primordial and 

primary follicles showed positive immunostaining for p75 and TrkA only in granulosa cells, 

while in tertiary follicles, this same receptor was found both in follicular cells and oocyte. In 

addition, a weak immunoreactivity was found in stromal cells and high in corpus luteum cells 

(Levanti et al., 2005). 

Using immunofluorescence, the protein for TrkA receptor was localized in the oocytes 

of mouse primordial follicles (Dissen et al., 2001), while NGF ligand was expressed in the 

theca and granulosa cells of preantral and antral follicles in rat ovaries (Dissen et al., 1991). 

The expression pathways found in the oocytes and somatic cells indicate that NGF is a potential 

factor that can regulate intra-oocyte activation of PI3K (Adhikari & Liu, 2009). Noticeable 

amounts of NGF were also detected in the follicular fluid of rat antral follicles (Barboni et al., 

2002), probably originated by granulosa and theca cells (Dissen et al., 2001).  

In addition, other immunocytochemical studies revealed that the protein for p75 receptor 

was expressed in the mesenchyme cells in the rat fetal ovary (Dissen et al., 1995; Ojeda et al., 

2000). In hamsters, the staining for NGF and its receptors (TrkA and p75) was detected in the 

oocyte, granulosa, theca, interstitial and luteinic cells of all follicular categories (Shi et al., 

2004). In mouse, the TrkA was localized in the oocytes, granulosa and theca cells of primary 

and secondary follicles, while the p75 receptor was localized only in interstitial cells (Dissen et 

al., 2001; Weng et al., 2009). In Rhesus monkey ovaries, the detection of the mRNA expression 

for p75 receptor by immunocytochemical processes indicates that this organ is able to 

synthesize this receptor (Dees et al., 1995). 

 

Role of NGF on follicular development  

 

Survival 
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Some studies have demonstrated that NTs and their receptors play an important role on 

the development of the mammal ovary, oogenesis, folliculogenesis and embryo development 

(Bjorling et al., 2002; Krizsan-Agbas et al., 2003; Shi et al., 2006; Ren et al., 2005). Among 

them, NGF is highlighted because of its role on follicular survival. 

The NGF is a protein necessary to the maintenance, survival and development of 

neuronal population in the central and peripheric nervous system (Angeletti & Bradshaw, 1971; 

Levi-Montalcini, 1987; Snider, 1994). In the ovaries, NGF also acts as a trophic support in the 

sympathetic innervation of this organ, which is important to folliculogenesis (Dissen et al., 

2001). The direct action of NGF on follicular survival was demonstrated by Chaves et al. 

(2010). These authors cultivated caprine preantral follicles enclosed in fragments of ovarian 

tissue in the presence of NGF, demonstrating the ability of NGF in maintaining in vitro 

follicular survival and ultrastructure in a dose-dependent way. In humans, the culture of fetal 

ovaries of 13-16 weeks of age in the presence of a Trk inhibitor resulted in a decrease in 

oogonia survival (Spears et al., 2003), demonstrating that NGF has a fundamental role in the 

maintenance of survival and that the receptor which acts in this signaling pathway is TrK. 

Moreover, analysis of NGF expression and its receptors in antral follicles during the estrous 

cycle demonstrate that atretic follicles in the proestrus phase showed a higher level of p75 

expression than in others days of the cycle (Shi et al., 2004).  

In addition to the direct action, NGF may act indirectly in follicular survival through the 

production of biological active receptors for follicle stimulating hormone (FSH; receptors: 

FSHR) (Salas et al., 2006). Rats ovaries treated with NGF developed the capacity to response to 

FSH, with the formation of cAMP in preantral follicles (Romero, 2002). Similar results were 

obtained in humans, in which the culture of granulosa cells with NGF also increased the 

expression for FSHR in these cells (Salas et al., 2006). Knowing FSH is a gonadotrophin that 

acts as a survival factor in the culture of preantral follicles (Matos et al., 2007); we can assume 

that any substance which increases the number of FSHR, such as NGF, is important. 

However, high concentrations of NGF may be harmful to the female reproductive 

lifespan, since it may reduce fertility (Dissen et al., 2009). This fact was confirmed recently in 

the ovaries of transgenic animals with the excessive production of NGF, which caused an 

increase in the apoptosis rate of granulosa cells, due to the super production of the protein 

stathmin (STMN1) within ovaries. In the phosphorylated stage, this protein is expressed in 

granulosa cells and is responsible for the intermediation of a cell death signal initiated by 

tumoral necrosis factor α (TNF). In transgenic animals, researchers also observed an increase in 

TNF synthesis and the blockage of the phosphorylation of STMN1 protein by tyrosine kinase 
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receptors. Thus, the inhibition of the TNF actions in vivo, through the administration of a 

soluble TNF receptor, blocked the increase in phosphorylated STMN1 production, as well as 

apoptosis of granulosa cells in the ovaries of these animals (Garcia-Rudaz et al., 2011). 

Moreover, in transgenic animals with excessive production of NGF, there is a tendency for the 

formation of ovarian cysts (Dissen et al., 2009). This predisposition occurs due to the high 

production of 17α-hydroxyprogesterone, testosterone and estradiol in response to 

gonadotrophins, especially the high levels of LH (Garcia-Rudaz et al., 2011).  

 

Activation of primordial follicles 

 

After the organization of oocytes and somatic cells in primordial follicles, the newly 

formed follicles pass through a differentiation process in which flattened pre-granulosa cells 

located around the oocyte acquire a cuboidal morphology, in a process called follicular 

activation (Hirshfield et al., 1991; Fahnestock et al., 2004). NGF and its receptors seem to be 

involved in this process, as NGF is present in the follicles of primordial stage in rats. Studies 

with NGF knockout mice showed that these animals had a reduced number of primary and 

secondary follicles (Dissen et al., 2001; Dissen et al., 2002; Romero et al., 2002). The absence 

of NGF promoted a reduction in the proliferation rate of mesenchyme somatic cells before the 

formation of primordial follicles, detected in vivo and in vitro, consequently leading to an 

increase in the number of oocytes that are not involved by somatic cells to form the primordial 

follicles (Ojeda et al., 2000). In addition, functional analysis using neonate ovaries in in vitro 

culture systems have confirmed that an increase in NGF promotes an increase in the activation 

rate of primordial follicles (Paredes et al., 2004). 

In the beginning of the pre-granulosa differentiation and cellular growth in primary 

follicles, NGF seems to interact with other growth factors, such as growth and differentiation 

factor-9 (GDF-9) and kit ligand (KL) (Oktay et al., 1995). Another indication of the NGF role 

on follicular activation is the inhibition of TrkA receptor, which is related to a reduction in 

developing follicles. Granulosa cells of rat primary follicles showed a higher expression of 

TrkA than those of more developed follicles, indicating that NGF seems to be most important in 

the early follicular development. However, in bovine, the expression of this factor remained at 

constant levels throughout all folliculogenesis (Dissen et al., 2000). 

In contrast to the NGF knockout, rats with mutation for p75 receptor showed a normal 

population of primordial, primary and secondary follicles (Lee et al., 1992; Ojeda et al., 2000). 

Moreover, the ovaries of knockout mice for p75 showed an increase in the number of primary 
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and secondary follicles (Ojeda et al., 2000). Thus, the results suggest that p75 may act as a 

modulator in pre-thecal mesenchyme cells, regulating follicular activation. 

It is interesting to note however, that no effect of NGF (1, 10, 50, 100 and 200 ng/mL) 

was observed in the transition from primordial to primary follicles in caprine (Chaves et al., 

2010). This fact was previously confirmed by Nilsson et al. (2009), in which the ovaries treated 

with 50 ng/mL of NGF did not show any effect in the transition from primordial to primary 

follicles in rats. One hypothesis that could explain this result would be the presence of 

stimulatory substances for the activation of primordial follicles, such as insulin, in the basic 

medium. 

 

Follicular growth 

 

Cellular growth is related to the ability to promote proliferation of mesenchyme and 

follicular cells, as well as to induce the FSHR synthesis (Romero et al., 2002; Salas et al., 

2006). In this aspect, NGF has been associated with follicular growth because it shows 

mitogenic effects in several types of nonneural cells, including the lines of mesenchyme 

(Cordon-Cardo et al., 1991; Sortino et al., 2000; Dissen et al., 2000) and epithelial cells 

(Garc aı -Suarez et al., 2000). 

In a previous study (Dissen et al., 2001), researchers observed that secondary follicle 

development is reduced in NGF gene knockout mices. Using immunohistochemical techniques 

for the detection of proliferation cell nuclear antigen (PCNA) and bromodeoxiuridine (BrdU), 

there is a reduction in the proliferation rate of mesenchyme line cells and epithelial cells within 

the ovaries of these mice, respectively. One explanation is that there may be an involvement of 

Trk receptors in the mediation of the facilitator effect of NGF on the somatic cell proliferation 

in the ovary (Dissen et al., 1996). 

The growth factors of TGF-β superfamily which are produced by the mesenchyme cells 

in the ovary may be among other potential factors which interact with NGF on follicular 

growth. They also regulate the growth and differentiation of follicular cells and of the ovary 

(Skinner et al., 1987; Gitay-Goren et al., 1993), facilitating FSH dependent events, such as 

aromatase activity (Bendell et al., 1988), steroidogenesis (Dodson et al., 1987) and the 

formation of receptors for luteinizing hormone (LH) (Kim et al., 1994). 

Although some studies indicate mitogenic effects of NGF, in caprine, NGF did not 

promote follicular and oocyte growth after 7 days of culture within ovarian fragments (Chaves 

et al., 2010). This discrepancy may be attributed to the culture conditions utilized such as the 
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concentration of NGF, culture period, differences between the species or cellular types. 

NGF also has the indirect capacity to induce angiogenesis in several tissues, such as the 

skin (Chiaretti et al., 2002), skeletal muscle (Emanueli et al., 2002), cornea (Seo et al., 2001) 

and central nervous system (Calza et al., 2001) through the stimulus of vascular endothelial 

growth factor (VEGF) production (Julio-Pieper et al., 2009). Studies revealed that VEGF, 

besides being a potent mitogenic factor, also has an important role in the regulation of the 

vascular structure and to increase capillary permeability (Redmer et al., 2001). Moreover, 

Bruno et al. (2009) showed that VEGF acts on follicular survival and development, promoting 

an increase in follicle and oocyte diameters in caprine preantral follicles. However, these 

findings also indicate that NGF may participate in ovarian disturbances, such as polycystic 

ovaries, ovarian tumors and ovarian hyper stimulation syndrome, all subjacent of ovarian 

angiogenesis (Agrawal et al., 1998; Ludwig et al., 1999; Albert et al., 2002).  

 

Final consideration  

 

NGF was found 50 years ago as a molecule that promoted the survival and 

differentiation of sympathetic and sensory neurons. Its role on neuronal development has been 

extensively characterized, but recent findings suggest an unexpected diversity of NGF actions 

in other organs, such as the ovary. Studies demonstrate the essential role of NGF in mammal 

folliculogenesis both in a direct way, such as through the nervous stimulus in the ovary, or by 

its indirect role, through the mesenchyme cells (theca cells). 

The complete understanding of NGF actions within the ovaries is still unclear due to the 

great variety of kinases that may be expressed and also by the lack of studies on this growth 

factor in the ovary. Thus, the use of NGF in the in vitro culture media of ovarian follicles may 

be of fundamental importance to promote follicular development. 
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Resumo 

 

Vários fatores de crescimento têm sido identificados agindo localmente no ovário para regular 

maturação folicular e a ovulação. Os membros da família do fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF) são potentes agentes mitogênicos e estão envolvidos na diferenciação e 

migração celular, bem como nos processos angiogênicos em muitos tecidos e órgãos. Além do 

FGF-2, que é o membro mais estudado da família, outros membros importantes para a 

reprodução são FGF-1, -5, -7, -8, -9 e -10. Estudos imunohistoquímicos e moleculares têm 

revelado que as atividades biológicas de ligantes e receptores dos membros da família FGF são 

importantes no controle da viabilidade e proliferação celular nos tecidos reprodutivos. 

Coletivamente, esses estudos estabeleceram o conceito de que FGFs desempenham um papel 

importante na regulação do início do crescimento de folículos primordiais, sobrevivência 

folicular e oocitária, proliferação e diferenciação das células da granulosa e da teca, formação 

de corpo lúteo, esteroidogênese e angiogênese. O objetivo desta revisão é destacar a 

importância dos FGFs na reprodução dos mamíferos, fornecendo uma melhor compreensão 

desta família na fisiologia ovariana e na fertilidade das fêmeas. 

 

Palavra-chave: Foliculogênese, ovário, FGF-2. 
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Abstract 

 

Several growth factors have been identified as acting locally within the ovary to regulate 

follicle maturation and ovulation. The fibroblast growth factor (FGF) family members are 

potent mitogen and involved in cell differentiation, cell migration and angiogenesis in many 

tissues and organs. In addition to FGF-2, which is the most studied member of this family, other 

important members are FGF-1, -5, -7, -8, -9, and -10. Immunohistochemical and molecular 

studies have revealed that biological activities of ligands and receptors of the FGF family 

members are important in controlling viability and cellular proliferation in reproductive tissues. 

Collectively, these studies have established the concept that FGFs play important roles in 

regulating the initiation of primordial follicle growth, oocyte and follicle survival, granulosa 

and theca cells proliferation and differentiation, corpus luteum formation, steroidogenesis, and 

angiogenesis. The purpose of this review is to highlight the importance of the FGFs on 

mammalian reproduction, providing a better understanding of this family in ovarian physiology 

and female fertility. 

 

Keywords: Folliculogenesis, ovary, FGF-2. 

 

1. Introduction 

 

Normal ovarian function is essential for the reproductive success of females. The growth 

and development of the follicles through successive stages within the ovary are highly 

dependent on effective two-way communication between oocyte and granulosa cells and 

between granulosa and theca cells. It also requires the interaction between endocrine and 

paracrine signals, which act on the two types of somatic cell and the oocyte (Knight and Glister 

2006). One well-known paracrine ligand is the fibroblast growth factor (FGF) family, which is 

also involved in paracrine signaling within the follicle (Van Der Hurk and Zhao 2005).  

The FGFs are a family of heparin-binding growth factors, which effects are mediated via 

tyrosine kinase receptors (Fernig and Gallagher 1994). Several studies demonstrated that this 

family plays an important role in maintaining homeostasis in many tissues and organs (Itoh and 

Ornitz 2011). The most studied member of this family is FGF-2, which has been shown to 

stimulate a wide range of biological processes such as cell proliferation, differentiation 

(Anderson and Lee, 1993), migration (Berisha et al. 2006a) and apoptosis (Tilly et al. 1992). 

Furthermore, after several key papers that reported the expression of components of the FGF 
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family in mammalian reproductive tissues (Ben-Haroush et al. 2005; Buratini et al., 2005a, 

2007), experimental studies were performed that demonstrated the critical involvement of the 

FGF family in the regulation of reproductive processes, particularly in ovarian folliculogenesis 

(Nillson et al. 2001; Matos et al. 2007a, b; Chaves et al. 2010). Studies dealing with the roles of 

the FGF family in reproductive physiology have provided new insight into our understanding of 

the physiological regulation of key reproductive processes.  

This review will focus on the intraovarian roles of FGF family members on the 

regulation of mammalian female reproduction. We will highlight the expression pattern of FGF 

ligands and receptors, the specific biological activities of FGF family members in regulating 

reproductive processes, and the genetic studies that have provided particular insight into the 

role of the FGF system in regulating mammalian fertility. 

 

2. The FGF family: biological activities, ligands and receptors 

 

FGFs constitute one of the largest families of growth and differentiation factors in cells 

of mesodermal and neuroectodermal origin (Itoh 2007). These FGFs can be classi ed as fi

paracrine, endocrine and intracrine factors (Fig. 1). Paracrine FGFs mediate biological 

responses by binding to and activating cell surface tyrosine kinase FGF receptors (FGFRs). 

They act as local paracrine signaling molecules and function in multiple developmental 

processes including differentiation, cell proliferation and migration (Beenken and Mohammadi 

2009). Endocrine FGFs are thought to mediate biological responses in an FGFR-dependent 

manner. However, they function over long distances as endocrine hormones (Kharitonenkov 

2009; Itoh 2010). In contrast, intracrine FGFs act as FGFR-independent intracellular molecules 

that regulate the function of voltage gated sodium channels (Goldfarb et al. 2007; Laezza et al. 

2009). Paracrine FGFs, the target of the present study, comprise members of the FGF-1/2/5, 

FGF-3/4/6, FGF-7/10/22, FGF-8/17/18 and FGF-9/16/20 subfamilies (Itoh and Ornitz 2011). 
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Figure 1. Phylogenetic tree of the FGF family. Phylogenetic analysis suggests that 22 FGF 

genes can be arranged into seven subfamilies containing two to four members each. Adapted: 

Popovici et al. 2004. 

 

The FGF family is emerging as a group of factors that are involved in the regulation of 

ovarian function. This family consists of 22 peptides, which have been grouped into 7 

subfamilies with distinct receptor-binding properties (Itoh and Ornitz 2011). The FGF family 

ranges in molecular mass from 17 to 34 kDa and are composed of 150 to 250 amino acids that 

share 13 to 71% homology (Itoh and Ornitz 2004; Katoh and Katoh 2005). They are produced 

by vascular endothelial and smooth muscle cells, hence their almost omnipresent distribution 

(Felmeden et al. 2003). In addition to FGF-2, which is the most characterized and studied of 

this family, other members such as FGF-1, -5, -7, -8, -9 and -10, also have important functions 

in many tissues and organs, including pituitary, retina, adrenal and ovary (Ware and Matthay 

2002, Lee et al. 2008). Among their recognized functions, FGFs regulate cell proliferation, 

differentiation, migration, steroidogenesis, angiogenesis (Itoh and Ornitz 2008; Beenken and 

Mohammadi 2009) and extracellular matrix (ECM) deposition (Datsis et al. 2011). These 

processes are of critical importance in follicular and embryo development, suggesting that 
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FGFs could play important roles in folliculogenesis and embryogenesis. In addition, their role 

was also demonstrated in limb, skeletal, lung, and brain development (Xu et al. 2005). 

Moreover, FGFs also play a significant part in at least three of the four phases of wound 

healing: inflammation, repair and regeneration (Finch and Rubin 2004). Further important 

functions of FGFs include tumor development and progression (Felmeden et al. 2003). The 

bioavailability of these molecules may be regulated by FGF binding proteins (FGFBPs), which 

are responsible for releasing the FGFs arrested in the ECM (Abuharbeid et al. 2006).  

FGF family members are heparin-binding growth factors (Fernig and Gallagher 1994), 

which mediate their biological activities through two types (high affinity and low affinity) of 

FGFR (Cotton et al. 2008). Five known high affinity FGFR genes have been identified (FGFR-

1–5; Itoh and Ornitz 2004). The FGFR-1-4 are tyrosine kinase receptors consisting of an 

intracellular tyrosine kinase domain, a single transmembrane domain, with an extracellular 

portion consisting of three Ig-like domains (D1, D2, D3), which are responsible for the 

interaction and specificity with the FGFs (Lih-Yuh et al. 2003). The most recently discovered 

FGFR-5 has two alternative transcripts: FGFR-5 ƴ and ß (Kim et al. 2001). This receptor did 

not show an intracellular tyrosine kinase domain like the others FGFRs, however, the 

extracellular domain residues, important to the binding to FGF ligands, are preserved (Sleeman 

et al. 2001). Binding studies have demonstrated that FGFR-5 is able to bind to FGF-2, but not 

to FGF-7. Nevertheless, its biological function remains unknown (Sleeman et al. 2001). 

Following receptor binding, FGFs induce functional dimerization, phosphorylation of 

specific cytoplasmic tyrosine residues and activation of four key downstream signaling 

pathways: Ras/MAPK, PI3K/Akt, phospholipase Cγ (PLCγ) and signal transducers and 

activators of transcription (STATs) (Deo et al. 2002; Turner and Grose 2010). These effectors 

in turn disseminate the receptor tyrosine kinase signals by activating many target proteins, 

including transcription factors in the nucleus (Fig. 2). The ligand-receptor interaction is 

coordinated through the combination of this complex to heparin or proteoglycans (heparin 

sulphate), giving more stability to the binding and dimerization of FGFRs. The intracellular 

binding of this complex (FGF-FGFR-Heparin) is mediated by the recruitment of a signaling 

protein family, known as FRS2 (FGF 2 receptor substrate), into the binding sites with the 

phosphorylated tyrosines (Eswarakumar et al. 2005). The phosphorylated tyrosine residue 

activates proteins containing the SH2 domain (Boilly et al. 2000). These domains are residues 

of 100 preserved amino acids with enzymatic activity (GTPases, phosphatases, PLCγ) or 

proteins that lost their enzymatic activity, called adaptor protein (Grb2 and Shc), which 

indirectly affect the enzymatic activity. The protein Grb2 (FGF 2 receptor binding protein) 
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binds to SOS, producing a Grb2-SOS complex, which activates the protein Ras. The activated 

Ras protein stimulates a signaling cascade through Raf (kinase specific for serine/threonine), 

MEK (MAPK kinase activator) and the isoforms ERK1/2 (kinases regulated by an extracellular 

signaling -1/-2). The Ras signaling pathaway is crucial for cell proliferation, induced by FGF, 

in different cell population (Boilly et al. 2000). In other population, the proliferative effect of 

FGF is mediated through the proteins kinase C and PI3 kinase (Boilly et al. 2000). The 

activation of PLCγ has an important role in the transmission of the biological signals of FGF-2, 

resulting in the hydrolysis of phosphatidylinositol-3-phosphate (IP3) and diacilglicerol (DAG), 

releasing calcium and activating the PKC (Nugent and Iozzo 2000).  

 

 
 

Figure 2. Intracellular signaling pathways activated through FGFRs. Formation of a ternary 

FGF-heparin-FGFR complex leads to receptor autophosphorylation and activation of 

intracellular signaling cascades, including the Ras/MAPK pathway (shown in red), PI3 

kinase/Akt pathway (shown in green), and the PLCγ/Ca2+ pathway (shown in blue). The 
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Ras/MAPK cascade is activated by binding of Grb2 to phosphorylated FRS2. The subsequent 

formation of a Grb2/SOS complex leads to the activation of Ras. Three routes by which FGFRs 

can activate PI3K/Akt pathway are indicated. First, Gab1 can bind to FRS2 indirectly via Grb2, 

resulting in tyrosine phosphorylation and activation of the PI3K/Akt pathway. Second, the 

PI3K-regulatory subunit p85 can bind to a phosphorylated tyrosine residue of the FGFR. 

Alternatively, activated Ras can induce membrane localization and activation of the p110 

catalytic subunit of PI3K. DAG, diacylglycerol; IP3, inositol-1, 4, 5-triphosphate. These 

effectors, in turn, disseminate the receptor tyrosine kinase signals by phosphorylating many 

target proteins, including transcription factors in the nucleus. The PLCγ and STAT pathways 

are also activated by FGF receptor signaling. Adapted: Cotton et al. 2008.  

 

The various FGFs show different FGFR specificity, although FGF-1 being the universal 

FGF that can activate all FGFRs (Ribatti et al. 2007). Receptor 1, 2, and 3 genes are known to 

generate splice variants, the ‘b’ and ‘c’ forms (Werner et al. 1992). These splice variants differ 

in their ligand binding specificity, for example, FGF-7 activates FGFR-2b while having 

negligible affinity for the other FGFRs. Moreover, FGF-8 preferentially activates FGFR-4, and 

also activates FGFR-3c. In particular, FGF-2 activates the splice variant FGFR-1-3c and FGFR-

2-3c but not FGFR-2-3b (Ornitz et al. 1996), and FGFR-1c isoform being the preferential target 

of FGF-2 (Zhang et al. 2006). The splicing variant 3a of FGFR is a secreted protein, whereas 3b 

and 3c are both membrane-bound receptors containing mutually exclusive Ig-like domains. In 

addition, it is generally believed that the 3b isoform of FGFRs is expressed in epithelial 

lineages, whereas the 3c variant is restricted to mesenchyme origin (Eswarakumar et al. 2005) 

except in the uterine endometrium where FGFR-3-3b is expressed in both stroma and 

epithelium (Tsai et al. 2002). Neither of these FGFRs was detected in the rat ovary by in situ 

hybridization (Asakai et al. 1994), whereas FGFR-4 but not FGFR-3 was detected in granulosa 

cells of preantral and antral mouse follicles (Puscheck et al. 1997).  

Furthermore, the low affinity receptor is identified as cell surface heparan sulfate 

proteoglycans (HSPGs) (Kwan et al. 2001), to which FGF-2 binding is a prerequisite for the 

interaction of FGF-2 with high affinity receptors (FGFR-1 and FGFR-2) and subsequent signal 

transduction (Ibrahimi et al. 2004). In addition to their role as a low affinity receptor, HSPGs 

influence FGF-2 and its action in a variety of ways. HSPGs act as a reservoir of FGF-2 for cell 

use (Ornitz and Itoh 2001) and as a protector from proteolytic degradation and thermal 

denaturation (Quarto and Amalric 1994). Moreover, cell surface HSPGs mediates the 

internalization of FGF-2 (Roghani and Moscatelli 1992). 
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3. Expression and functions of the FGF family members in reproductive tissues 

 

Tissue-specific expression of members of the FGF family is important in controlling 

physiological functions in the mammalian reproductive system. In the following section, we 

will focus on 1) the expression of the specific components of the FGF family (particularly FGF-

1, -2, -5, -7, -8, -9 and -10) within reproductive system, and 2) the recent advances in the 

understanding of the functions of FGF ligands in reproductive target cells. 

 

3.1. FGF-1 

 

FGF-1, also called acidic FGF (aFGF), is a heparin-binding polypeptide whose 

functions include regulation of proliferation, differentiation, and angiogenesis (Miyake et al. 

1998). This growth factor is predominantly expressed in theca cells in bovine. Conversely, the 

protein for FGF-1 was localized by immunohistochemistry predominantly in the granulosa cell 

layer, probably binding to its receptor (Berisha et al. 2004). Additionally, a study showed that 

FGF-1-like activity has been isolated from porcine uterus (Gupta et al. 1997). In rhesus 

monkeys, by in situ hybridization, Samathanam et al. (1998) showed that FGF-1 mRNAs were 

relatively abundant in uterine epithelial, smooth muscle, and vascular cells and minimally 

expressed by stromal and connective tissue cells. With respect to other reproductive organs, 

FGF-1 protein has been immunolocalized to rat embryonic neuroectodermal and mesodermal 

tissues (Stevenson and Wathes 1996) but has not been reported to be present in earlier stages of 

development. In addition, the bovine (Gabler et al. 2004), and marmoset oviducts also express 

FGF-1 (Gabler et al. 1998). 

Like other members of the family, FGF-1 has mitogenic and chemotactic effects 

especially on fibroblasts, endothelial cells and smooth muscle cells. It has been shown that 

vascular endothelial growth factor (VEGF) and FGF families are involved in the proliferation 

of capillaries that accompanies the selection of the preovulatory follicle. This leads to an 

increased supply of nutrients and precursors, therefore supporting the growth of the dominant 

follicle in bovine ovaries (Berisha et al. 2004). In addition, FGF-1 may play a significant role in 

bovine granulosa cell steroidogenesis (Vernon and Spicer 1994), anti-apoptotic action (Peluso 

et al. 2001) and differentiation of granulosa cells (GCs) into luteal cells during the process of 

luteinization (Lavranos et al. 1994). 
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3.2. FGF-2 

 

The early observations that crude extracts of corpus luteum (Shirasuna et al. 2010) could 

stimulate endothelial cell growth in vitro and have angiogenic activity in vivo led 

Gospodarowicz et al. (1989) to identify an ovarian source of FGF-2, also known as basic FGF 

(bFGF). This growth factor is the most prominent and largely studied factor of this family with 

high affinity to all of the known FGF receptors (Ben-Haroush et al. 2005). It occurs in several 

isoforms resulting from alternative initiations of translation: an 18 kDa cytoplasmic isoform and 

four larger molecular mass nuclear isoforms (22, 22.5, 24 and 34 kDa) (Berisha et al. 2006b), 

and it has a 55% sequence identity with FGF-1 (Hanneken et al. 1994). This factor stimulates 

cellular functions, cell proliferation, migration, protease secretion and angiogenesis (Detillieux 

et al. 2003). Additionally, FGF-2 can activate ribosomal DNA (rDNA) transcription, and its 

nuclear accumulation has been associated with cellular proliferation (Amalric et al. 1994). 

There is also abundant evidence, mostly from in vitro studies, supporting the involvement of 

FGF-2 as a paracrine modulator of primordial follicle activation and survival.  

Although FGF-2 is considered a member of paracrine FGFs, it did not show a typical 

signaling peptide for its secretion. FGF-1 and FGF-2 might be released from damaged cells or 

by an exocytotic mechanism that is independent of the endoplasmic reticulum-Golgi pathway 

(Mohan et al. 2010; Nickel 2010). In addition, it has also been reported that FGF-2 can directly 

translocate to the nucleus and act in an intracrine manner (Antoine et al. 1997). Therefore, this 

fact contests the physiological relevance of FGF-2 as a paracrine factor. The mechanisms by 

which this factor is released remains unclear; however studies have demonstrated that its 

secretion depend on the energy provided by Na2+ K+ ATPases (Florkiewicz et al. 1998) and 

also depend on the fusion of intracellular vesicles and the plasma membrane (Mignatti et al. 

1992).  

Therefore, the effects of FGFR activation and the cellular activity performed by FGF-2 

when it is added to the in vitro culture medium may be in vivo actually responsibility of others 

FGFs effectively secreted, and with affinity to the same receptors activated by FGF-2. For 

instance, the FGF-8 family (FGF-8, -17 and -18) that also activates FGFR-3c, FGFR-4 and 

FGFR-2c (Ibrahimi et al. 2004). 

The FGF-2 takes part in the development processes, being a potential regulator gene and 

its expression is suppressed by interferon α and β (IFN-α and IFN-β) (Riedel et al. 2000). 

Immunohistochemical studies have localized FGF-2 to the oocytes of ovarian primordial and 

primary follicles (rat: Nilsson et al. 2001; bovine: Van Wezel et al. 1995; sheep: (Garcia et al. 
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2006), granulosa cells from secondary and antral follicles in bovine (Parrott and Skinner 1998), 

as well as in the corpus luteum in bovine (Salli et al. 1998) as a potential regulator of ovarian 

function in different species. In addition, molecular analysis by RT-PCR confirmed FGF-2 

expression in human adult ovarian cortex and in isolated primordial, primary, secondary (Garor 

et al. 2009), and antral follicles (Yamamoto et al. 1997). Furthermore, FGF-2 receptors or their 

mRNAs have been demonstrated in granulosa cells of growing antral follicles between 5–20 

mm (cow: Parrott and Skinner 1998; rat: Asakai et al. 1994) and theca cells (bovine: Berisha et 

al. 2004, Buratini et al. 2005b). Additionally, Ben-Haroush et al. (2005) identified 

immunohistochemical expression of FGFR-2 and FGFR-3 in women granulosa cells as early as 

primordial stages and of FGFR-4 in granulosa cells from primary stages. Furthermore, 

regarding to other reproductive tissues, FGF-2 has been isolated and characterized in bovine 

and human testes (Steger et al. 1998; Abo-Elmaksoud and Sinowatz 2005), as well as in germ 

cells. Additionally, it was observed in goats that granulosa cells from preantral and antral 

follicles produce FGF-2 during all phases of follicular development (Almeida et al. 2011). 

 

A. FGF-2 in reproductive cell survival  

 

Zhou and Zhang (2005) showed that FGF-2 stimulated caprine oocyte survival after 

culture, although it had no obvious effect on oocyte growth. Additionally, previous in vitro 

studies in rat granulosa cells (Trolice et al. 1997) have shown that FGF-2 inhibits granulosa 

cells from undergoing apoptosis. The mechanism through which FGF-2 mediates granulosa 

cells survival is unknown. However, some studies have shown that FGF-2 prevents apoptosis 

through both genomic and acute actions. Some studies demonstrated that FGF-2 acute actions 

involved the maintenance of normal levels of intracellular free calcium levels (Ca2+). In 

granulosa cells, FGF-2 maintained Ca2+ through a protein kinase C delta (PKCδ)-dependent 

mechanism. Further, FGF-2-activated PKCδ maintained Ca2+ by stimulating calcium efflux, 

accounting in part for the ability of FGF-2 to maintain calcium homeostasis and ultimately 

granulosa cell viability (Peluso et al. 2001). The ability of FGF-2 to stimulate calcium efflux 

involved the plasma membrane calcium ATPase (PMCA). Interestingly, FGF-2-activated PKCδ 

appeared to regulate PMCA activity in part by promoting its membrane localization. In 

addition, transgenic mice with overexpression of FGF-2 had reduced levels of apoptosis in the 

granulosa cells (only 25% compared with 58% in normal mice) (Peluso 2003). These studies 

support the assumption that FGF-2 is a physiologically relevant regulator of granulosa cell 

viability. 
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B. Effects of FGF-2 in the initiation of primordial follicle growth 

 

The initiation of follicle growth, also known as follicular activation, is defined as the 

transition of primordial follicles from the quiescent to the growth phase. Primordial follicles are 

the source from which follicles will be gradually recruited to grow throughout life, and the 

mechanism of this recruitment is one of the most intriguing questions in ovarian physiology 

(Braw-Tal 2002). This recruitment of primordial follicles to initiate folliculogenesis determines 

the population of developing follicles available for ovulation and directly regulates female 

reproductive efficiency. In this way, researches performed in many laboratories in the last few 

years have provided important information about the role of FGF-2 in the initiation of 

primordial follicles growth.  

In a rat model, FGF-2 promoted primordial follicle activation and further growth of 

primary follicles (Nilsson et al. 2001). These authors showed that FGF-2-treated ovaries 

contained 85% developing follicles compared to 50% developing follicles for control untreated 

organ cultures. Correspondingly, the number of primordial follicles in FGF-2 treated ovaries 

decreased to 15% of the total compared with 45% for controls. After culturing caprine ovarian 

tissue, Matos et al. (2007a) demonstrated that 50 ng/mL FGF-2 induced a significant decrease 

in the number of primordial follicles with a corresponding increase in intermediate follicles 

(containing both attened and cuboidal granulosa cells arfl ound the oocyte). This FGF-2 

treatment also resulted in an increase in diameter of both oocytes and follicles that were 

cultured for 5 days. Furthermore, addition of both FGF-2 and FSH to the culture medium 

increased the rates of caprine follicular activation (Matos et al. 2007c; 2010). These authors 

also observed that ultrastructural integrity of goat preantral follicles was maintained during 

culture for 7 days in medium containing both FGF-2 and FSH (Matos et al. 2007c). In contrast, 

cortical tissues cultured in control medium (without FGF or FSH) had ultrastructural changes 

that are indicative of degeneration, such as intense cytoplasmic vacuolization. More recently, 

association of FGF-2 with FSH had a positive influence on primordial follicle development 

after one week culture of human ovarian tissue, and this development was blocked by the 

neutralizing antibody against FGF-2. Moreover, in samples cultured with serum substitute 

(human serum albumine), high doses of FGF-2 (100 and 300 ng/mL) enhanced follicular 

development. Finally, these authors demonstrated that samples incubated with the neutralizing 

antibody had low estradiol production (Garor et al. 2009). These studies demonstrate that FGF-

2 induces primordial follicle development to initiate folliculogenesis and this action may be, in 
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part, by directly acting on adjacent ovarian cells to promote somatic cell growth (Nilsson and 

Skinner 2001). In contrast, at 10 ng/mL, FGF-2 did not influence primordial follicle activation 

of bovine primary and secondary follicles in vitro (Derrar et al. 2000). It is likely that FGF-2 

activates mammalian primordial follicles in a species-specific manner. 

 

C. Role of FGF-2 in granulosa and theca cell proliferation and differentiation 

 

Although the mechanisms involved in the event of granulosa cell proliferation in early 

follicles remain unknown, several lines of evidence indicate a functional role for FGF-2. 

Furthermore, as follicle development progresses, the terminal differentiation of the inner theca 

is characterized by the development of theca interstitial cells that produce androgens. 

Understanding theca development is important because theca-derived androgens are obligatory 

precursors for follicle estrogen production and have been implicated in follicular atresia (Cao et 

al. 2006). 

Some in vitro culture studies have shown that FGF-2 has a mitogenic effect on 

granulosa and theca cells of preantral follicles from different species (bovine: Wandji et al. 

1996; Spicer and Stewart 1996, Nilsson et al. 2001; domestic cat: Jewgenow 1996). Moreover, 

optimal concentrations (50 ng/mL) of FGF-2 stimulate DNA synthesis in hamster preantral and 

antral follicles cultured in vitro (Roy and Greenwald 1991).  

In addition, FGF-2 may play species-specific effect on steroid production, such as 

inhibition of estradiol production in the granulosa cells of rats (Schteingart et al. 1999) and 

cows (Vernon and Spicer 1994), as well as blockage of aromatase activity in rats (Schteingart et 

al. 1999), in contrast to stimulation of 17b-hydroxysteroid dehydrogenase expression and 

activity in humans (Speirs et al. 1993). Moreover, in the ovine model, FGF-2 expression in 

granulosa cells was found to decrease in correlation with follicular growth, making it a potential 

marker of the transition stage to steroid production (Garcia et al. 2006). As FGF-2 mRNA 

expression increases throughout follicular development in theca cells, it is suggested that FGF-2 

is mainly involved in controlling the final growth of antral follicles, stimulating angiogenesis, 

granulosa cell proliferation and survival (Berisha et al. 2004). 

Moreover, FGF-2 seems to be important in the differentiation of granulosa cells into 

luteal cells during the process of luteinization (Lavranos et al. 1994). FGF-2 suppresses FSH 

induction of LH receptor also in rat granulosa cells in culture as well as aromatase activity 

(Baird and Hsueh 1986; Adashi et al. 1988; Millier et al. 1994) but enhances progesterone 

synthesis in preovulatory rat granulosa cells alone and synergistically with FSH and LH 
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stimulation (Aharoni et al. 1997). It was demonstrated that the FGF effect on enhanced 

progesterone production is due to up-regulation of the expression of the steroidogenic acute 

regulatory protein, which facilitates the transfer of cholesterol into mitochondria where 

conversion of cholesterol to pregnenolone take place (Aharoni et al. 1996). Furthermore, FGF-2 

stimulates tissue-type plasminogen activation expression, and resumption of meiosis in rat 

follicles in vitro (LaPolt et al. 1990). Thus, although FGF-2 seems to delay the earlier steps of 

granulosa cell differentiation stimulated by FSH, it seems to mimic some of the ovulatory 

actions of LH (Tsafriri and Adashi 1994).  

 

D. FGF-2 and corpus luteum formation 

 

FGF-2 has been specifically implicated in the development and function of the corpus 

luteum (CL). The CL is a rapidly differentiating miniorgan with an ephemeral life span in the 

ovary, and its major function is to secrete progesterone and maintain early pregnancy. The 

development and differentiation of CL in a rising phase may be regulated by peptide growth 

factors derived from the ovary. Bovine (Neuvians et al. 2004) and porcine (Reynolds and 

Redmer 1998) luteal tissue have been reported to contain FGF-2. Moreover, FGF-2 mRNA is 

detectable in bovine luteal tissue (Stirling et al. 1991), demonstrating that one (or more) luteal 

cell type synthesizes FGF-2. It influences two major cell types of CL, luteal and vascular 

endothelial cells. FGF-2 stimulates the proliferation of luteal cells (Grazul-Bilska et al. 1992), 

progesterone secretion in the early stage of bovine CL (Kobayashi et al. 2001), and relaxin 

secretion in porcine luteal cells (Taylor and Clark 1992). Additionally, FGF-2 stimulates the 

growth of vascular endothelial cells isolated from bovine (Neuvians et al. 2004) and rabbit 

(Bagavandoss and Wilks 1991) CL. Moreover, FGF-2 receptor expression may be inversely 

associated with luteal cell differentiation, which has been also reported in other cellular systems 

such as muscle cells (Song et al. 2011) and chondrocytes (Iwamoto et al. 1993). 

 

E. Expression of FGF-2 in the uterus 

 

Immunoreactive FGF-2 protein has been demonstrated in human, rat, mouse, rabbit and 

gilts uterus (Cordon-Cardo 1990; Carlone and Rider 1993; Grundker and Kirchner 1996; Wood 

et al. 2005; Paiva et al. 2011). Additionally, FGF-2 peptide or mRNA has been identified in 

murine, rabbit and human endometrial (Grundker and Kirchner 1996; Wood et al. 2005; Paiva 

et al. 2011). Moreover, in situ hybridization studies have demonstrated that FGF-2 mRNA and 
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peptides are present in the primate uterus (Samathanam et al. 1998). FGFR-2 were identified in 

bovine (Gabler et al. 2004) and marmoset oviducts, thus suggesting auto/paracrine effects of 

this growth factor within the primate oviduct, possibly under the control of estrogenic 

hormones. The expression of FGF-2 in the uterus during early pregnancy (Carlone and Rider 

1993) is regulated by progesterone and its levels increase substantially during decidualization, 

specifically within the mesometrial decidua cells (Srivastava et al. 1998).  

 

F. Effect of FGF-2 on embryogenesis 

 

Few reports are available on the effect of FGF-2 on in vitro maturation and fertilization, 

as well as further embryo development. Expression of FGF-2 was detected in bovine cumulus-

oocyte complexes (Gabler et al. 2004), and FGF-2 receptors were present in oocytes at all 

stages of maturation (Vesterlund et al. 2011). In the mouse, cumulus oocyte complexes treated 

with FGF-2 showed a significant increase (21 a 24%) on germinal vesicle breakdown (GVBD) 

(Fields et al. 2011).  

Additionally, FGF-2 has been suggested to have a role in the differentiation of 

embryonic stem cells, with reports suggesting a role in inducing neural differentiation (Zhang et 

al. 2006). Moreover, preimplantation rabbit embryos secrete and bind FGF-2 (Grundker and 

Kirchner 1996), which has been shown to stimulate gastrulation in rabbit embryos in vitro 

(Deangelis and Kirchner 1993). FGF-2 mRNA has been demonstrated in mouse 

preimplantation blastocysts (Campbell et al. 1992). Moreover, in ovine preimplantation 

embryos, the abundance of FGF-2 mRNA was reported to decrease from the zygote to the 

blastocyst stage (Watson et al. 1994), suggesting that the observed transcripts were of maternal 

origin. Furthermore, Gupta et al. (1997) showed by immunohistochemical studies that FGF-2, 

but not FGF-1, may directly influence the development and/or differentiation of porcine 

conceptus, suggesting species-specific roles for FGFs in early pregnancy. Moreover, after 

culturing murine preimplantation embryos with different concentrations, FGF-2, at 10 ng/mL, 

decreased the rate of blastocyst formation and hatching by 72 hours (Seli et al. 1998). In Fig. 3, 

it is summarized the biological functions of FGF-2 in different reproductive cells and tissues. 
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Figure 3. Schematic representation of cellular effects mediated by FGF-2 in different 

reproductive cells and tissues. 

 

3.3. FGF-7 

 

FGF-7, also termed keratinocyte growth factor-I (KGF-I), is a 28-kDa protein (Ware and 

Matthay 2002), which is produced by mesenchyme-derived cells in many tissues. Previous 

studies have shown FGF-7 to be produced by the theca cells of larger antral follicles (Berisha et 

al. 2004). Recently, FGF-7 expression was observed in primordial, primary and secondary 

follicles of bovine fetuses, suggesting its role in the regulation of early folliculogenesis (Pinto et 

al. 2006). FGF-7 receptor is localized by RT-PCR assays in bovine granulosa cells (Parrott and 

Skinner 1998), and both FGF-7 and FGF-10 have the same binding affinity to FGFR-2IIIb (Lu 

et al. 1999). FGF-7 mediates mesenchyme–epithelial cell interactions in many tissues including 

the ovary (Parrott et al. 1994; Parrott and Skinner 1998a, b), placenta (Izumi et al. 1996), 

endometrium (Koji et al. 1994), ventral prostate (Sugimura et al. 1996), and seminal vesicle 

(Alarid et al. 1994). Theca cell FGF-7 expression in the follicle can be regulated by estradiol 

and gonadotropins (Parrott and Skinner 1998a).  
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Few studies delay on the presence and action of FGF-7 at earlier stages of 

folliculogenesis. In a rat model, after culturing the whole ovaries, it was demonstrated that 

FGF-7 promotes the primordial to primary follicle transition in vitro (Kezele et al. 2005). In 

addition, similarly to FGF-2, FGF-7 stimulated granulosa cell proliferation and inhibited 

steroidogenesis in vitro (Parrot et al. 1994; Parrot and Skinner 1998), which is in accordance 

with the predominant localization of its receptor (FGFR-2b) in granulosa cell layer (Parrot and 

Skinner 1998; Berisha et al. 2004). FGF-7 action seems to be modulated by its receptor since 

the concentrations of mRNA for FGF-7 did not change throughout the antral phase, while the 

gene expression of FGFR-2b increases with estradiol intrafollicular concentrations (Berisha et 

al. 2004). In addition, FGF-7 has been shown to have a role in the developing antral ovarian 

follicle. Recently, Faustino et al. (2011) showed that KGF at 1 ng/mL promoted the 

maintenance of goat preantral follicle ultrastructural integrity but was not able to stimulate 

follicular growth and activation. In addition, the KGF protein was expressed in the oocytes and 

granulosa cells of goat ovarian follicles at all developmental stages as well as in thecal and 

stromal cells. 

A study has demonstrated that FGF-7 mRNA is expressed in the endometrial epithelia 

of pigs and FGFR-2 mRNA is present in both the endometrial epithelia and conceptus 

trophectoderm (Ka et al. 2001). Additionally, they showed that FGF-7 stimulates the 

trophectoderm, but not endometrial epithelial cells, to undergo proliferation and differentiation 

(Ka et al. 2007), which suggest that FGF-7 is a paracrine mediator of interactions between the 

uterus and conceptus. 

 

3.4. FGF-8 

 

This growth factor was initially detected in the rat ovary (MacArthur et al. 1995) and is 

expressed in oocytes of small and large antral follicles of adult mice ovaries (Valve et al. 1997). 

FGF-8 mRNA was not detected in the adult human ovary by RT-PCR (Valve et al. 2000). In 

contrast, by using RT-PCR, Buratini et al. (2005a) showed the pattern of expression of FGF-8 

and both its receptors (FGFR-3c and FGFR-4) in oocytes, granulosa and theca cells of 

primordial, primary and secondary follicles of bovine fetuses. Moreover, these authors observed 

that FGF-8 and FGFR-3c are more commonly expressed in primary and secondary follicles 

compared to primordial follicles, suggesting that these genes are gradually been activated 

throughout preantral follicle growth. Additionally, FGFR-4 expression did not occur until FGF-

8 and FGFR-3c are expressed in both primary and secondary follicles. Neither of the receptors 
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was found by Northern or in situ hybridization in the rat ovary (Asakai et al. 1994), whereas 

FGFR-4 but not FGFR-3 was detected in antral mouse follicles (Puscheck et al. 1997) and in 

the human ovary (Valve et al. 2000).  

Gene expression data also suggest the role of FGF-8 and its receptors, FGFR-3c and 

FGFR-4, in the control of antral phase of follicle development (Buratini et al. 2005b). The 

mRNA for FGFR-4 was exclusively detected in bovine theca cells in concentrations inversely 

correlated with follicular diameter, suggesting a role in early differentiation of theca cells. In 

contrast, mRNA for FGFR-3c was observed both in granulosa and theca cells of bovine antral 

follicles. While FGFR-3c expression was relatively constant in theca cells, concentrations of 

mRNA were positively correlated with follicular diameter and the intrafollicular concentration 

of estradiol in granulosa cells. These results suggest a specific role for FGFR-3c in the 

regulation of proliferation and differentiation of granulosa cells of dominant follicles (Buratini 

et al. 2005b).  

Additionally, FGF-8 stimulates cell proliferation in the developing embryo (Crossley 

and Martin 1995), and overexpression of FGF-8 in transgenic mice results in ovarian stromal 

cell hyperplasia (Daphna-Iken et al. 1998). Thus, FGF-8 may be a mediator of oocyte 

controlled follicle cell proliferation or differentiation (Buratini et al. 2005a; Miyoshi et al. 

2010). 

 

3.5. FGF-9 

 

FGF-9, originally isolated from human glioma cells (Colvin et al. 2001), is highly 

conserved across species with greater than 93% identity among Xenopus, mouse, rat, and 

human, suggesting that FGF-9 is of vital importance (Song and Slack 1996). FGF-9 binds to 

FGFR-2 and FGFR-3, but not FGFR-1 and FGFR-4, with high affinity and activates efficiently 

the “c” splice forms (Ornitz et al. 1996). This growth factor was found to be expressed in the 

stroma of the prostate (Giri et al. 1999) and human endometrial stromal cells. FGF-9 is also 

expressed predominantly in theca cells and stimulates progesterone secretion from granulosa 

cells (Drummond et al. 2007; Portela et al. 2010). 

In the uterus, FGF-9 was found to induce endometrial stromal but not epithelial cell 

proliferation during menstrual cycle (Tsai et al. 2002). Lih-Yuh et al. (2003) reported that FGF-

9 is expressed in normal eutopic endometrial stroma and is regulated by estradiol but not 

progesterone. Further, the same authors showed that expression of FGF-9 and its receptors in 

ectopic endometriotic lesions was regulated by estrogen and controlled endometriotic stromal 
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cell proliferation. In addition, mice lacking FGF-9 result in male-to-female sex reversal during 

embryogenesis, indicating the critical role of FGF-9 in fetal testicular development (Colvin et 

al. 2001). 

 

3.6. FGF-10 

 

Also known as keratinocyte growth factor-II (KGF-2II), FGF-10 that is structurally 

similar to FGF-7, also activates FGFR-2b (Igarashi et al. 1998). In mice, FGF-10 is essential 

for normal development of lungs, limbs, teeth, mammary buds, stomach and heart (Sekine et al. 

1999; Marguerie et al. 2006; Spencer-Dene et al., 2006; Veltmaat et al. 2006; Yokohama-

Tamaki et al. 2006). Expression of FGF-10 was also found in adult ovine uterus (Chen et al. 

2000). Moreover, the expression of mRNA and protein for FGF-10 were found in oocytes and 

theca cells of bovine antral follicles (Buratini et al. 2007), as well as in the corpus luteum 

(Castilho et al. 2008). 

The rise in FSH that precedes a wave of follicle growth (Fortune et al. 2004) increases 

FGFR-2b expression in granulosa cells, which enhances their response to secreted FGF-10. The 

action of FGF-10 at this stage would be to inhibit differentiation of granulosa cells, reflected by 

limited estradiol secretion which is a major marker of differentiation (Wright and Mansour 

2003). As follicle development proceeds, there is a progressive decrease in thecal FGF-10 

secretion, thereby allowing increased estradiol secretion and granulosa cell differentiation, 

which suggest that FGF-10 expression is regulated throughout follicular development. Buratini 

et al. (2007) also reported that granulosa cell expression of FGFR-2b, the major receptor for 

FGF-10, was regulated by FSH. Finally, they tested the effect of FGF-10 on estradiol secretion 

and cell proliferation in nonluteinizing bovine granulosa cells in serum-free culture. Their 

results showed that FGF-10 significantly inhibited estradiol secretion without affecting cell 

proliferation. This is consistent with the inhibition of aromatase activity in bovine granulosa 

cells by FGF-7 (Parrot and Skinner 1998). Paracrine control of estradiol secretion therefore 

appears to be a balance of inhibitory (GDF-9: Spicer et al. 2006; FGF-10: Buratini et al. 2007) 

and stimulatory (BMP4, BMP7: Glister et al. 2005) factors. Recently, Chaves et al. (2010) have 

demonstrated the participation of FGF-10 also in the control of preantral follicular 

development. In this study, addition of 50 ng/mL of FGF-10 to the culture medium of caprine 

preantral follicles enclosed in ovarian fragments maintained the survival and stimulated 

follicular growth. 
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4. Interactions among FGFs and others growth factors and hormones 

 

Many studies have demonstrated the involvement of the interaction among FGF family 

members with other growth factors and/or hormones in the intraovarian mechanisms of 

follicular development and survival. It is particularly interesting to speculate that, like in other 

biological models, the major effects of these growth factors in modulating ovarian cell function 

may be the result of their discrete interactions at the target cell.  

In a murine model, FGF-2 treatment was found to increase Kit Ligand (KL) mRNA 

expression in cultured ovaries. Moreover, FGF-2 with or without KL induced a 25–30% 

increase in the level of primordial to primary follicle transition. How KL and FGF-2 may 

interact in this process of primordial follicle development remains to be determined. Because 

FGF-2 is expressed in the oocyte whereas KL is expressed in granulosa cells, the potential 

oocyte-granulosa cell interactions involving these factors may be important in the process. 

These observations suggest that one function of the oocyte-derived FGF-2 is to increase the 

granulosa derived KL expression and that both KL and FGF-2 are apparently required to 

optimally promote primordial follicle activation (Nilsson and Skinner 2001).  

Matos et al. (2007b) demonstrated that after 7 days of culture, the interaction between 

FSH and FGF-2 was more efficient in promoting the initiation of primordial follicles growth 

than FSH or FGF-2 alone. In other study, rat granulosa cells were cultured for 48 h in medium 

alone (control) or with increasing doses of FSH (l-100 ng/mL). After being incubated with 

FGF-2, the radioactivity of the cells was determined. They demonstrated that FSH induced a 

dose-dependent increase in specific binding for FGF-2 to cultured granulosa cells, which 

suggests that FSH could enhance the stimulatory effect of FGF-2 on follicular growth initiation 

(Shikone et al. 1992). Furthermore, in the caprine model, we also observed that oocyte diameter 

had the highest increase when cultured in presence of both FSH and FGF-2 for 7 days. We 

suggest that FSH increased the number of binding sites for FGF-2 after culture compared with 

that in non-cultured tissue, which could stimulate follicular growth. With similar results, 

Wandji et al. (1996) demonstrated that FSH and FGF-2, alone or in combination, were the most 

effective treatments in increasing the diameter of bovine preantral follicles. 

Additionally, FGF-2 has a role in stimulating cell proliferation (Lumelsky et al. 2001), 

and in the maintenance of embryonic stem cells in an undifferentiated state, by repressing bone 

morphogenetic protein (BMP) signaling (Xu et al. 2005). Moreover, Spicer and Stewart (1996) 

observed that FGF-2 stimulated thecal cell numbers in the absence and presence of insulin and 

IGF-I. However, EGF and FGF-2 do not influence DNA content or viability of cultured rat 
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granulosa cells (Adashi et al. 1988; Oury and Darbon 1988) or gilts thecal cells (Shimizu et al. 

2002) in the absence of insulin. Furthermore, FGF-2 inhibits FSH-stimulated induction of LH 

receptor expression in granulosa cells and reduces specific binding of IGF in thecal tissue 

(Armstrong and Webb 1997). In addition, FGF-2 significantly decreased progesterone 

production by bovine thecal cells in the presence and in the absence of LH. Similarly, in 

cultured rat and bovine granulosa cells, FGF-2 and EGF/TGF had no effect on basal 

steroidogenesis but inhibited the capacity of FSH to stimulate estrogen production (Baird and 

Hsueh 1986; Adashi et al. 1988; Vernon and Spicer 1994) and LH receptor numbers (Oury and 

Darbon 1988). Peluso and Pappalardo (1999) demonstrated that progesterone maintains large 

rat granulosa cell viability indirectly by stimulating small granulosa cells to synthesize FGF-2. 

In addition, association between FSH and FGF is important to understand the endocrine 

and paracrine mechanisms in the control of follicular development. Li and Johnson (1993) 

incubated rat granulosa cells for 2 days in the presence or absence of FSH and FGF-2. They 

showed that the conversion of androstenedione to estrogens was markedly inhibited by the co-

incubation of FSH with FGF-2. In these experiments, as little as 30 pg/mL of FGF-2 was 

sufficient to promote a 50% reduction in the stimulation of estrogen synthesis by FSH. The 

ability of 0.3 and 3 ng/mL of FGF-2 to give a 95-98% inhibition of this response reflects the 

remarkable potency of FGF-2. The non-competitive nature of the interaction between FGF-2 

and FSH is illustrated by the inability of high doses of FSH to reverse the effect of FGF-2.  

Regarding to FGF-7, several factors, including cytokines, growth factors, and hormones, 

are known to affect its expression in various tissues. Interleukin (IL) 1, IL6, platelet-derived 

growth factor-b, and transforming growth factor- increase FGF-7 mRNA expression (Price 

2004). Parrott and coworkers have shown that FGF-7 and hepatocyte growth factor (HGF) 

stimulate FGF-7 expression in ovarian surface epithelia via a positive autocrine feedback 

mechanism (Parrott et al. 2000). Additionally, FGF-7 acts on the granulosa cells to promote KL 

expression, which in turn acts back on the theca in a positive feedback loop (Parrott and 

Skinner 1998b). This cell-cell interaction is coordinated by gonadotropins and steroids to 

facilitate the rapid growth of the antral follicle.  

Steroid hormones also regulate FGF-7 expression in reproductive organs. In the uterine 

endometria of rhesus monkeys, progesterone increases stromal expression of FGF-7, which 

may mediate P4-induced increases in epithelial cell proliferation and spiral artery development 

(Koji et al. 1994). In mice, estrogen increases mammary gland expression of FGF-7 and may 

play a role in gland development (Pedchenko and Imagawa 2000). Androgens also stimulate 

FGF-7 expression in stromal cells of the prostate (Ishii et al. 2009). It is significant that the 
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promoter region of the FGF-7 gene contains various regulatory factor binding sites, including 

steroid response elements for estrogen and glucocorticoids in humans (Masuda et al. 2011) and 

for androgens in rats (Fasciana et al. 1996). 

The oocyte-secreted factors such as BMP-15, GDF-9 and FGF-8 stimulate the 

proliferation and differentiation of granulosa cells (Sánchez et al. 2009), improved the 

developmental competence of bovine oocytes undergoing maturation in vitro (Hussein et al. 

2006). Therefore, precise coordination of oocyte-derived paracrine signals in the follicles is 

essential for normal development of both granulosa cells and oocytes. Interestingly, a recent 

study has shown that oocyte-derived FGFs, mainly FGF-8, act in concert with BMP-15 to 

induce glycolysis in cumulus cells, which are granulosa cells associated with oocytes (Sugiura 

et al. 2007); however, the mechanisms by which these signals cooperate are unknown. 

Cooperation of BMP and FGF signals is found in several tissues, suggesting that suppression of 

transcripts encoding BMP/FGF antagonists might be involved in the cooperation of BMP and 

FGF signals in cumulus cells during ovarian follicular development (Sugiura et al. 2009; 

Miyoshi et al. 2010). 

 

5. Role of FGFs on extracellular matrix (ECM) 

 

ECM remodeling occurs within several physiological and pathological systems (Huang 

et al. 2011), and for several of these systems in vitro experiments suggest that production of 

matrix metalloproteinases (MMPs) is regulated by growth factors, such as FGFs (Ellman 2008). 

The interaction of the various FGF isoforms with the ECM can regulate both the stability and 

the diffusible properties of the growth factors. Heparin sulfate-like molecules are released 

continuously from cell membranes and the ECM by the action of specific proteases. The FGFs 

have a high affinity for these molecules and their association with FGFs inhibits subsequent 

binding of FGFs to the ECM, thus facilitating their diffusion through the tissue from their site 

of synthesis (Eto et al. 2011). The sulfation pattern of heparin also appears to be critical in the 

control of FGF binding to the ECM and cell membranes (Fernig and Gallagher 1994). Hence, 

enzymes that affect extracellular matrix structure would be expected to regulate both the 

affinity of FGFs for components of the ECM and their diffusion rates through the matrix 

(Armstrong and Webb 1997).  

Additionally to the reported effects, it is known that follicle growth and atresia are 

associated with considerable changes in the structure of the ECM as a result of tissue 

remodeling. Such changes would be expected to alter the bioactivity of ovarian FGFs with 
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resultant changes in granulosa and theca cell function and follicular angiogenesis. However, the 

mechanisms that regulate the roles of the ECM in controlling FGF activity during 

folliculogenesis remain still less known. 

 

6. Role of FGFs on angiogenesis 

 

Angiogenesis, the process in which new capillaries develop from preexisting vessels, is 

induced by inflammation, wound healing, immune reactions, and neoplasia and is required for 

tumor growth and progression (Hoeben 2004). The female reproductive tract is the only site in 

the uninjured adult body where angiogenesis occurs in a repetitive cyclic fashion, modulated by 

angiogenic growth factors and corticosteroids (Gordon et al. 1995). Thus, the process of 

angiogenesis plays an important role in follicular development. 

Angiogenic growth factors are so-called because of their varying ability to induce the 

proliferation of various cells in vitro, which contribute to the process of angiogenesis in vivo, as 

demonstrated by studies of animal models. These growth factors are produced by a variety of 

different cells, and their functions include close involvement in developmental as well as 

tumour angiogenesis (Folkman and Shing 1992). Indeed, angiogenic growth factors such as 

FGF, which was the first angiogenic growth factor to be discovered, and VEGF are essential to 

angiogenesis (Folkman and Shing 1992). FGFs are potent angiogenic factors due to their 

stimulatory effect on fibroblast as well as endothelial cell proliferation (Armstrong and Webb 

1997). The dominant localization of FGF-2 in endothelial cells at the early stage suggests FGF-

2 is an important factor for endothelial growth (Hennig et al. 2011). In endothelium, activation 

of FGFR-1 or FGFR-2 by FGF-2 leads to endothelial cell proliferation (Cross and Claesson-

Welsch 2001) and to the induction of a complex pro-angiogenic phenotype. 

Recently, it has been shown that VEGF and FGF families are involved in the 

proliferation of capillaries that accompanies the selection of the preovulatory follicle, having 

synergistic effects on angiogenesis. These result in an increased supply of nutrients and 

precursors, therefore supporting the growth of the dominant follicle in bovine ovaries (Berisha 

et al. 2000). Woad et al. (2011) demonstrated that preovulatory follicles possessed a larger 

capillary network and expressed more mRNA of angiogenic factors, such as VEGF and FGF-2, 

in granulosa cells and related receptors in thecal tissue. This result may be greatly involved in 

the angiogenic process of follicular development in prepubertal gilts. Moreover, Zheng et al. 

(2008) have obtained solid evidence showing that expressions of FGF-2 and VEGF positively 

correlate to the placental vascular growth during pregnancy. 
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Additionally, compared with FGF-1 and FGF-2, little is known about the mechanisms 

by which FGF-4 stimulates angiogenesis. Experimental studies have confirmed that FGF-4 is 

able to stimulate endothelial cell proliferation and secretion of urokinase-type plasminogen 

activator and metalloproteinases, and support angiogenesis in a chick chorioallantoic membrane 

assay (Dell'Era et al. 2001; Anteby et al. 2005). Some of these angiogenic effects may be 

indirectly mediated by FGF-4-induced stimulation of VEGF expression (Deroanne et al. 1997).  

 

7. Perspectives and conclusion 

 

Researches performed in many laboratories in the last few years have provided 

important information about the expression of the FGF family in the mammalian ovary. It 

should be stressed that a thorough understanding of the tissue-specific expression of the FGF 

family members in the ovary could improve the knowledge about the functional roles of FGFs 

in the process of folliculogenesis in different animal species. The general concept to arise from 

these studies is that the FGF family is essential for controlling mammalian reproduction and 

female fertility. In this regard, the FGF family members play important roles in regulating the 

initiation of primordial follicle growth, oocyte and follicle survival, granulosa and theca cell 

proliferation and differentiation, corpus luteum formation, steroidogenesis, ECM remodeling 

and angiogenesis. From the data summarized in this review and considering the complexity and 

duration of follicular development in large animals and humans from primordial stages onward, 

various rich sequential media would be necessary for every follicular stage until a mature 

healthy fertilizable oocyte could be obtained in culture. Therefore, further studies in animals as 

well as in humans are still needed to elucidate possible roles of FGFs and other growth factors 

in the process of follicular maturation. 

Finally, the understanding of FGFs in reproduction could have considerable clinical 

relevance for human fertility and infertility. Based on the roles of the FGFs in regulating 

ovarian functions in other animals, as well as in humans, it seems likely that disorders in this 

family could be involved in human ovarian diseases such as premature ovarian failure, luteal 

phase defects, and ovarian cancer. Thus, targeted manipulation of the components of the FGF 

family may allow for the specific clinical modulation of early follicle recruitment, granulosa 

and theca cell mitosis, ovarian steroidogenesis, luteinization, and ovulation, which may lead to 

treatments for some forms of infertility. Additionally, therapeutic targeting of specific activated 

and/or overexpressed FGFRs may provide clinical benefit. Moreover, inhibition of the FGF-
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2/FGFR system may represent a promising strategy for the development of novel therapeutical 

strategies in cancers, thus representing an open field of research.  

In conclusion, the FGF family is of great importance in controlling mammalian 

reproduction. Further researches in this field will greatly advance our understanding of ovarian 

physiology, which may help clinicians and reproductive biologists to find a role for the FGF 

family in the diagnosis and treatment of reproductive disorders that affect mammalian fertility.  
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Resumo 

 

O interesse sobre a foliculogênese tem crescido amplamente nos últimos anos. Apesar disso, 

vários aspectos relativos à atividade folicular permanecem pouco esclarecidos. Desta forma, o 

cultivo in vitro de folículos ovarianos utilizando novas substâncias se estabelece como um 

modelo bastante viável, ampliando as perspectivas de uma melhor compreensão da atividade 

folicular. Dentre os membros da família de fator de crescimento de fibroblastos (FGFs), o FGF-

10 tem recebido recente atenção por sua habilidade em regular o desenvolvimento de folículos 

ovarianos e a maturação oocitária. Tendo em vista a relevância do FGF-10 no processo de 

foliculogênese, a presente revisão teve como objetivo descrever as caraterísticas estruturais, a 

expressão e os principais efeitos biológicos do FGF-10 sobre o desenvolvimento de folículos 

ovarianos em mamíferos. Ao longo desse trabalho, foram mostrados aspectos relativos à 

caracterização do FGF-10 e seus receptores, bem como a expressão do FGF-10 em diferentes 

tipos celulares, enfatizando sua importância para o desenvolvimento folicular. O FGF-10 é um 

membro do tipo parácrino da família dos FGFs, o qual se caracteriza por promover respostas 

biológicas via receptores de superfície celular (FGFRs) do tipo tirosina-quinase. Destes 

receptores, os FGFR-1, FGFR-2 e FGFR-3 podem sofrer arranjos transcricionais alternativos, 

possibilitando a formação de duas isoformas (b e c) que apresentam diferentes graus de 

afinidade pelos diversos FGFs. Assim, sete proteínas de FGFRs (FGFRs 1b, 1c, 2b, 2c, 3b, 3c e 

4) com diferentes especificidades de ligação são geradas a partir dos quatro genes para Fgfr. Os 

FGFRs transmitem sinais intracelulares após a união com o ligante através da fosforilação da 

tirosina, o que gera vários padrões de transdução sinalizados citoplasmaticamente. A transdução 

de sinal do FGF-10 pode ocorrer através de três vias principais: proteína do sarcoma de ratos 

(Ras)/MAPK, PLCγ/Ca2+ e fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K)/proteína quinase B (Akt), as 

quais estão envolvidas na transmissão de sinais biológicos e na proliferação e diferenciação 

celular induzida pelo FGF-10. Estudos detectaram a expressão do RNAm para FGF-10 no 

estroma ovariano e em oócito e nas células da teca de folículos pré-antrais e antrais e para os 

seus receptores nas células do cumulus e oócitos. Embora os FGFs estejam amplamente 

distribuídos em diferentes tecidos e tipos celulares, a importância e a função dos FGFs no 

ovário ainda são pouco documentados. Desta forma, o FGF-10 mostra ser um importante 

mediador das interações celulares mesenquimais e epiteliais durante o desenvolvimento 

folicular, promovendo a sobrevivência, ativação e crescimento folicular. Além da atuação na 

foliculogênese, o FGF-10 foi recentemente apontado como um fator capaz de melhorar a 

competência oocitária. No entanto, em folículos antrais, a presença do FGF-10 está associada 
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com o aumento da atresia folicular, devido a sua ação antiestrogênica. A partir desta revisão foi 

possível constatar que o FGF-10 é importante para a reprodução de fêmeas. Este fator de 

crescimento atua na sobrevivência folicular, bem como estimulando a maturação oocitária, a 

expansão das células do cumulus e a proliferação das células da granulosa/teca através de ações 

diretas e/ou indiretas no controle da foliculogênese. Além disso, o FGF-10 pareceu exercer 

efeitos diferenciados ao longo do desenvolvimento folicular. Entretanto, é necessária a 

realização de estudos adicionais que promovam um maior entendimento sobre a importância do 

FGF-10 durante a foliculogênese. 

 

Palavras-chave: FGF-10, folículos, ovário, transdução de sinal. 
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ABSTRACT 

 

Background: Interest in folliculogenesis has grown extensively in recent years. Nevertheless, 

several aspects of follicular activity are still poorly understood. Thus, in vitro culture of ovarian 

follicles using new substances has been established as a very viable model, enhancing the 

prospects for a better understanding of follicular activity. Among the family members of the 

fibroblast growth factor (FGFs), FGF-10 has received recent attention for its ability to regulate 

the development of ovarian follicles and oocyte maturation. Given the relevance of FGF-10 in 

the folliculogenesis process, this review aimed to describe the structural features, expression 

and the main biological effects of FGF-10 on the development of ovarian follicles in mammals.  

Review: Along this work, it was shown aspects related to structural characterization of FGF-10 

and its receptors, as well as FGF-10 expression in different cell types, emphasizing its 

importance to follicular development. FGF-10 is a paracrine member of the family of FGFs, 

and is characterized by promoting biological responses via cell surface receptors (FGFRs) of 

tyrosine kinase-type. Of these receptors, FGFR-1, FGFR-2 and FGFR-3 may undergo 

alternative transcriptional arrangements, enabling the formation of two isoforms (b and c) that 

have varying degrees of affinity for the various FGFs. Thus, seven FGFR proteins (FGFRs 1b, 

1c, 2b, 2c, 3b, 3c and 4) with different binding specificities are generated from the four FGFR 



183 
 

genes. The FGFRs transmit intracellular signals after binding with the ligand through the 

phosphorylation of tyrosine, which activates various transduction patterns in the cytoplasm. The 

signal transduction of FGF-10 may occur through three main pathways: protein of rat sarcoma 

(Ras)/MAPK, PLCγ/Ca2+ and phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt), 

which are involved in the transmission of biological signals, leading to cellular proliferation and 

differentiation. FGF-10 mRNA expression was detected in the ovarian stroma, oocyte and theca 

cells of preantral and antral follicles. On the other hand, the expression of mRNA for FGF-10 

receptors was found in, granulosa cells, theca cells, cumulus cells and oocytes. Although FGFs 

are widely distributed in different tissues and cell types, the importance and function of FGFs in 

the ovary are still poorly documented. FGF-10 has been shown to be an important mediator of 

mesenchyme and epithelial cell interactions during follicle development, promoting follicular 

survival, activation and growth. Besides the action on folliculogenesis, FGF-10 was recently 

identified as a growth factor able to improve oocyte competence. However, in antral follicles, 

the presence of FGF-10 is associated with increased follicular atresia, which matches its anti-

estrogenic action. Conclusion: From this review, we can conclude that FGF-10 is an important 

regulator of female reproduction. This growth factor acts in follicle survival, oocyte maturation, 

expansion of cumulus cells and proliferation of granulosa/theca cells through direct and/or 

indirect actions in the control of folliculogenesis. Furthermore, FGF-10 seemed to have 

different effects throughout the follicular development. However, it is necessary to perform 

additional studies that may provide a better understanding about the importance of FGF-10 

during folicullogenesis. 

Keywords: FGF-10, follicles, ovary, signal transduction 

Descritores: FGF-10, folículos, ovário, transdução de sinal. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

O interesse sobre a foliculogênese tem crescido amplamente nos últimos anos. Apesar 

disso, vários aspectos relativos à atividade folicular permanecem ainda pouco esclarecidos. Na 

pesquisa fundamental, o cultivo in vitro de folículos ovarianos se estabelece como um modelo 

bastante viável, ampliando enormemente as perspectivas de uma melhor compreensão da 

fisiologia folicular. Visando o adequado desenvolvimento folicular in vitro, novas substâncias 

têm sido testadas, permitindo um melhor esclarecimento sobre os mecanismos envolvidos no 

recrutamento e crescimento folicular.  

 Dentre os vários fatores de crescimento envolvidos no controle do desenvolvimento 

folicular, incluem-se os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs). Os FGFs constituem 

uma grande família de fatores de crescimento (22 membros), cuja função envolve o estímulo a 

diversos processos celulares incluindo a quimiotaxia, a migração, a diferenciação, crescimento 

e sobrevivência celular e a angiogênese [37, 55]. A característica comum a todos os FGFs é que 

eles são estruturalmente relacionados e geralmente induzem suas respostas biológicas se 

ligando e ativando receptores de alta afinidade para FGFs (FGFRs) [13]. 

 Dentre os membros da família FGF, o fator de crescimento de fibroblasto-10 (FGF-10) 

tem recebido recente atenção por sua habilidade em regular o desenvolvimento de folículos pré-

antrais e antrais e a maturação oocitária [16, 22, 72]. Tendo em vista a relevância do FGF-10 no 

processo de foliculogênese, aliada à limitada quantidade de informações disponíveis sobre a 

atuação deste fator em células foliculares, a presente revisão tem como objetivo descrever a 

caracterização estrutural e a localização do FGF-10 e seus receptores no ovário, bem como os 

principais efeitos biológicos do FGF-10 sobre o desenvolvimento de folículos ovarianos em 

mamíferos. 

 

II. CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DO FGF-10 E SEUS RECEPTORES 

 

Descrito como uma proteína (26 kDa) composta por 215 aminoácidos e expressa em 

embriões e no pulmão de ratos adultos, o FGF-10, também conhecido como fator de 

crescimento queratinócito-2 (KGF-2), foi o décimo peptídeo da família dos FGFs a ser 

identificado [71]. O FGF-10 é um membro do tipo parácrino da família dos FGFs, o qual se 

caracteriza por promover respostas biológicas sempre via receptores de superfície celular 

(FGFRs) [36]. 
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Em humanos e camundongos, quatro genes de Fgfr (FGFR -1 a -4) já foram 

identificados [5, 34, 69]. Os FGFR-1 a 4 correspondem a receptores do tipo tirosina-quinase 

(aproximadamente 800 aminoácidos) localizados na membrana plasmática. Destes receptores, 

os FGFR-1, FGFR-2 e FGFR-3 podem sofrer arranjos transcricionais alternativos (alternative 

splicing), possibilitando a formação de duas isoformas (b e c) que apresentam diferentes graus 

de afinidade pelos diversos FGFs (Figura 1) [34, 56]. Assim, sete proteínas de FGFRs (FGFRs 

1b, 1c, 2b, 2c, 3b, 3c e 4) com diferentes especificidades de ligação são geradas a partir dos 

quatro genes para Fgfr [36]. O FGFR-5, descoberto mais recentemente, apresenta dois 

transcritos alternativos: FGFR-5 γ e ß [40, 65]. Este receptor não apresenta o domínio tirosina-

quinase intracelular como os outros FGFRs [65], mas há relatos de ligação ao FGF-2 por 

conservar resíduos de domínios extracelulares importantes para o acoplamento com os ligantes 

dos FGFs. Sua função biológica não está plenamente esclarecida, embora estudos postulem o 

papel deste receptor no sequestro e modulação da sinalização dos FGFs [68]. 

 

 
Figura 1. Estrutura do FGFR e isoformas (IIIb e IIIc) geradas por splicing alternativo dos 

transcritos do FGFR. A estrutura dos FGFRs é ilustrada e inclui um peptídeo sinal (PS), três 

domínios Ig (D1-D3), uma caixa ácida, domínio transmembranar (DT) e um domínio tirosina 

quinase. As duas formas são geradas por splicing alternativos dos exons 8 e 9. A porção C-

terminal do domínio III é codificado pelo exon 8 para gerar a isoforma FGFRIIIb, enquanto a 

porção C-terminal do domínio III é codificado pelo exon 9 para gerar a isoforma FGFRIIIc. 

Adaptado de Cotton et al. [43]. 
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Estruturalmente, os FGFRs (exceto o FGFR-5) são caracterizados por uma porção 

extracelular, um domínio transmembranar e um domínio intracelular responsável pela ativação 

e fosforilação de tirosinas, quando estimulados por FGFs. A porção extracelular, por sua vez, 

está dividida em três domínios semelhantes à imunoglobulina (domínios Ig-like): D1, D2 e D3, 

que são responsáveis pela interação e especificidade com os FGFs. Entre os domínios D1 e D2 

há uma região de 4-8 aminoácidos ácidos, denominada caixa ácida (a única característica 

comum dos receptores FGF com importância na função do receptor) [25, 73]. Além disso, 

existe uma região carregada positivamente em D2, a qual funciona como sítio de ligação à 

heparina [64]. Após o domínio D3 encontra-se a região transmembranar. É no domínio D3 que 

o splicing alternativo dos genes FGFR-1, 2 e 3 gera as duas isoformas funcionais dos tipos b e c 

(FGFRIIIb e FGFRIIIc) citadas previamente [25]. No lado intracelular há dois domínios de 

proteína tirosina-quinase que contêm ao todo 7 resíduos de tirosina que podem ser fosforilados 

(Figura 2) [50]. 

 

 
Figura 2. Estrutura esquemática do FGF-10 e FGFR. A: Estrutura da proteína FGF-10 

contendo uma sequência sinal e uma região conservada que contém sítios de ligação ao receptor 

e aos proteoglicanos heparan sulfato (HS). B: Principais características estruturais dos FGFRs 

incluindo domínio Ig (1, 2, 3), caixa ácida, domínio de ligação a heparina, domínio 

transmembranar e um domínio tirosina-quinase. 
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As proteínas FGFs apresentam uma similaridade superior a 90% em termos de 

sequência de aminoácidos idênticos [55]. Baseado na similaridade estrutural entre os FGFs e 

por análises filogenéticas dos genes da família FGF, em humanos e ratos, foi demonstrado que 

essa família de peptídeos encontra-se dividida em sete subfamílias: FGF-1, FGF-4, FGF-7, 

FGF-8, FGF-9, iFGF e hFGF [35]. O FGF-10 está agrupado com o FGF-3, FGF-7 e FGF-22 

[36]. Desta forma, o FGF-10 é bastante semelhante ao FGF-7 (ou KGF), tanto no que se refere 

à estrutura e sequência do gene, quanto às propriedades funcionais. Ambos apresentam alta 

afinidade pelo FGFR2b (ou KGFR), o qual é altamente expresso no epitélio pulmonar de 

embriões nos estágios iniciais de desenvolvimento [33, 53, 58]. Esta similaridade sugere que o 

FGF-7 e o FGF-10 atuam de forma sinérgica [33]. Contudo, o FGF-10 não atua somente via 

ativação do FGFR2b, mas também por intermédio do FGFR1b, que se mostrou capaz de ativar 

a via da proteína quinase mitogenicamente ativada (MAPK) em implantes de pele e cérebro de 

ratos após tratamento com FGF-10 [6, 34].  

A interação ligante-receptor é coordenada pela conjugação desse complexo com a 

heparina ou proteoglicanos heparan sulfato (HS), os quais conferem maior estabilidade à 

ligação e dimerização dos FGFRs [28]. A heparina é um polímero de dissacarídeo que contém 

três grupos sulfato conferindo-lhe carga negativa, enquanto os proteoglicanos HS, que são 

estruturalmente relacionadas à heparina, contêm um resíduo não totalmente sulfatado, 

resultando em uma menor carga negativa à molécula [61]. Desta forma, a sinalização do FGF-

10 é regulada em parte por sua afinidade com a matriz extracelular por meio dos proteoglicanos 

heparan sulfato ou heparina [39] e em parte pela dimerização de alguns FGFs [32]. A 

transdução do sinal é feita pela ativação do FGFR, após ligação do FGF-10 a este, por diversas 

vias citoplasmáticas [69]. 

 

III. TRANSDUÇÃO DO SINAL DO FGF-10 NA REGULAÇÃO DA 

FOLICULOGÊNESE 

 

 Os FGFRs, como os demais receptores do tipo tirosina-quinase, transmitem sinais 

intracelulares após a união com o ligante através da fosforilação da tirosina, o que gera vários 

padrões de transdução sinalizados citoplasmaticamente [65]. O FGF-10 se liga ao seu receptor 

entre os domínios D2 e D3, formando um complexo ternário estável (FGF-FGFR-HS/heparina). 

A ligação do FGF-10 causa a dimerização do receptor e estimula a ativação da tirosina-quinase 

levando a uma autofosforilação do domínio intracelular [48]. A autofosforilação da proteína 

tirosina controla a atividade do receptor, mas também serve como um mecanismo para 
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montagem e recrutamento de complexos de sinalização [64]. Essas tirosinas fosforiladas 

funcionam como sítios de ligação para proteínas tirosina-quinase citoplasmáticas (Src), as quais 

possuem fosfolipase C-γ (PLCγ), com uma atividade catalítica intrínseca [26]. A transdução de 

sinal do FGF-10 pode ocorrer através de três vias principais: proteína do sarcoma de ratos 

(Ras)/MAPK, PLCγ/Ca2+ e fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K)/proteína quinase B (Akt) (Figura 

3) [13]. 

 

Via Ras/ MAPK 

 

 A via mais comumente empregada pelos FGFs é a via MAPK. Essa via envolve o 

acoplamento de lipídios ancorados a uma proteína intracelular, FRS2, que tem uma relação de 

grande afinidade com o FGFR1 [54]. Vários grupos têm demonstrado a importância da FRS2 

na transdução do sinal mediado por FGFR1 durante o desenvolvimento embrionário [1, 30, 42]. 

Após a ativação do FGFR, ocorre a fosforilação da FRS2 pela atividade dos domínios de 

tirosina-quinase. Fosforilada, esta proteína atuará como recrutadora citoplasmática de um 

complexo multiproteico que ativa e controla a via de sinalização Ras/MAPK e a via PI3K/Akt 

[13]. 

 Os sítios FRS2 de fosforilação da tirosina são reconhecidos e ligados pela proteína 

adaptadora Grb2 e a proteína tirosina fosfatase (PTP) Shp2 [31]. A Grb2 forma um complexo 

com o nucleotídeo guanina modificando o fator de troca do nucleotídeo guanina Son of 

sevenless (SOS), através do seu domínio SH3. A translocação deste complexo para a membrana 

plasmática, através da ligação a FRS2 fosforilada, permite que o SOS ative o gene Ras através 

da mudança da guanosina trifosfato (GTP) devido à sua proximidade com a membrana. Uma 

vez no estado GTP ativada, a proteína Ras interage com várias proteínas efetoras, incluindo Raf 

(quinase específica para Ser/Thr), levando à ativação da cascata de sinalização MAPK. No 

núcleo, esta cascata leva à fosforilação de fatores de transcrição específicos, tais como c-myc, 

AP1, e os membros da família de fatores de transcrição Ets com influência na regulação gênica 

[44]. A via de ativação da proteína Ras é crucial para a proliferação e diferenciação celular 

induzida pelo FGF-10 [12].  

 

Via PLCγ/Ca2+ 

 

Em alguns receptores do tipo tirosina-quinase, a dimerização envolve alterações 

conformacionais nos domínios intracelulares [10], o que contribui para a ativação da quinase. 
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No FGFR1, dos cinco resíduos de tirosina localizados na região citoplasmática do receptor, 

Y776 não é fosforilado, enquanto Y463, Y583, Y585 e Y766 são sítios potencialmente 

fosforiláveis [49].  

 A via PLCγ/Ca2+ envolve a ligação da fosfolipase C-γ (PLCγ) com a tirosina Y766 não 

fosforilada de FGFR1 [59]. Após a ativação, a PLCγ hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-difosfato 

para formar dois segundos mensageiros, inositol-3 fosfato (IP3) e diacilglicerol-fosfato (DAG). 

O diacilglicerol é um ativador da proteína quinase C (PKC), enquanto que o inositol-3 fosfato 

estimula a liberação de cálcio intracelular. Essa cascata tem sido implicada na entrada das 

células na fase S do ciclo celular [13]. A ativação da PLCγ tem um papel importante na 

transmissão de sinais biológicos dos diversos FGFs. 

 

Via PI3K/Akt 

 

 A fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é um padrão de sinalização fundamental para a 

regulação da proliferação, sobrevivência, migração e metabolismo celular, além de ter um 

importante papel na regulação da ativação de folículos primordiais [17, 38]. A proteína quinase 

B (Akt), por sua vez, é uma molécula sinalizadora conhecida por aumentar a proliferação e a 

sobrevivência celular, bem como a síntese de glicogênio e proteína [11]. A via PI3K/Akt pode 

ser ativada por três mecanismos após ativação do FGFR, e os fosfolipídios assim gerados 

regulam, direta ou indiretamente, a atividade das proteínas-alvo, tais como o Akt [13]. 

 A enzima PI3K é uma quinase de lipídio altamente conservada que fosforila o 

grupamento 3-hidroxila do anel inositol para gerar lipídios PtdIns (3,4,5)P3. Os lipídios 

formados servem como sítio de ancoragem para proteínas intracelulares, permitindo sua 

interação em complexos sinalizadores que transmitem sinais da membrana plasmática para o 

citosol [70]. O protótipo dessas moléculas é a Akt. Tal proteína tem um domínio PH que a 

direciona para a membrana plasmática quando a PI3K é ativada. Essa reação leva à ativação de 

várias vias de sinalização intracelulares que regulam funções celulares diversas como 

crescimento, sobrevivência e proliferação celular [24]. 
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Figura 3. Esquema do FGFR e suas vias de sinalização. Formação do complexo FGF-FGFR-

heparina/HS leva à autofosforilação do receptor e à ativação de cascatas de sinalização 

intracelular das vias Ras/MAPK (centro), PI3K/Akt (esquerda) e PLCγ/Ca2+/PKC (direita). Os 

receptores EphA induzem a fosforilação da tirosina dos FGFRs e FRS2 através da formação de 

um complexo com o FGFR. A cascata de sinalização Ras/MAPK é ativada pela ligação da Grb2 

ao FRS2 fosforilado. A subsequente formação do complexo Grb2/SOS resulta na ativação da 

Ras. Existem duas rotas pelas quais os FGFRs são capazes de ativar a via PI3K/Akt: a PI3K 

pode se ligar diretamente ao resíduo de tirosina fosforilada do FGFR; ou a Ras ativada pode 

induzir a localização na membrana e a ativação da subunidade catalítica PI3K. A via PLCγ/Ca2+ 

é ativada quando a autofosforilação de um resíduo de tirosina na extremidade carboxi-terminal 

do FGFR cria um sítio de ligação específico para o domínio SH2 da PLCγ. Os últimos 

componentes ativados das cascatas de transdução de sinais mencionadas acima se translocam 

para o núcleo e fosforilam os fatores de transcrição específicos da família Ets, os quais, por sua 

vez, ativam a expressão de genes-alvo dos FGFs.  
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IV. EXPRESSÃO DO FGF-10 E SEUS RECEPTORES NO OVÁRIO 

 

Os FGFs são expressos no ovário e estão envolvidos em diferentes eventos fisiológicos 

locais, incluindo a ativação de folículos primordiais [52], o crescimento inicial do oócito [23] e 

a seleção de folículos dominantes [7]. Especificamente em relação ao FGF-10, estudos 

detectaram a expressão do seu RNAm nas células da teca e no estroma ovariano em humanos 

[67]. Já em bovinos foi verificada a presença do RNAm para este fator de crescimento em 

oócitos e células da teca de folículos antrais e células luteais, bem como em folículos 

primordiais, primários e secundários [16, 19]. Além disso, observou-se que a expressão do 

FGF-10 nas células da teca pode variar de acordo com a viabilidade folicular, diminuindo com 

o crescimento e aumento da capacidade esteroidogênica [16]. A expressão do FGF-10 em 

células da granulosa também foi confirmada pela localização da sua proteína nesse 

compartimento, embora o RNAm não tenha sido localizado. Essa discrepância pode ser 

explicada pela internalização do FGF-10 após ligação ao seu receptor, que é expresso nas 

células da granulosa [16]. 

Segundo Buratini et al. [16], os níveis de RNAm para FGF-10 nas células da teca 

diminuem conforme aumentam as concentrações intrafoliculares de estradiol, indicando uma 

regulação deste fator durante a foliculogênese. Tal fato associado à observação de que o FSH 

estimula a expressão do principal receptor do FGF-10 (FGFR2b) em células da granulosa 

sugere que o FGF-10 de origem tecal regula as células da granulosa de folículos antrais, 

denotando uma atuação parácrina desse fator [15]. Berisha et al. [9] identificaram o receptor 

FGFR2b nas células da granulosa e teca interna de folículos antrais bovinos, sendo sua 

expressão nas células da granulosa diretamente correlacionada com os níveis de estradiol no 

fluido folicular. Entretanto, em um estudo posterior desta mesma equipe, a expressão do 

receptor FGFR2b não demonstrou sofrer regulação pelo pico ovulatório de LH [8]. Um estudo 

recente em bovinos revelou que os transcritos para cada um dos quatro genes de receptores para 

FGFs estão presentes nas células do cumulus e oócitos [72]. Usando primers específicos para 

amplificar as variantes FGFR1 e R2 [29], os transcritos de R1b e R2b foram detectados em 

ambos os tecidos e pareceu que o RNAm para R1b foi o receptor predominante nas células da 

granulosa, enquanto o receptor R2b foi mais prevalente em oócitos [72]. De acordo com Cho et 

al. [23], as células do cumulus também expressam o receptor FGFR2b e a ativação deste pelo 

FGF-7 promove o crescimento inicial de oócitos bovinos. Apesar da similaridade entre os 

fatores, estudos indicam a ocorrência de alta expressão do RNAm para FGF-10 associada a uma 

ausência do FGF-7 em oócitos desta mesma espécie [14]. 
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Estudos in vitro demonstraram que a adição de FGF-10 em cultivo de células da 

granulosa bovinas promove uma diminuição dose-dependente da produção de estradiol e da 

expressão do receptor tipo 2 de angiotensina II [16, 60]. Aliado a isto, Buratini et al. [16] 

sugerem um modelo no qual o FGF-10, na fase antral inicial, atuaria como um estimulante da 

proliferação e inibidor da diferenciação celular. À medida que ocorre o desenvolvimento 

folicular, a diminuição progressiva na expressão do gene do FGF-10 nas células da teca 

possibilitaria a diferenciação celular e o aumento na síntese de estradiol. De fato, tem sido 

demonstrado que folículos subordinados expressam mais FGF-10 em comparação aos folículos 

dominantes que se mantêm em crescimento [18]. 

 

V. PAPEL DO FGF-10 NO DESENVOLVIMENTO FOLICULAR 

 

Embora os FGFs estejam amplamente distribuídos em diferentes tecidos e tipos 

celulares, a importância e a função dos FGFs no ovário ainda são pouco documentadas. Dentro 

do ovário, o membro mais estudado da família dos FGFs é o FGF-2 ou FGF básico (bFGF), o 

qual tem sido identificado como potencial regulador da função ovariana [3, 63]. Sua produção 

tem sido demonstrada em células da granulosa de bovinos [51] e seu papel tem sido observado 

na estimulação da proliferação de células da teca bovinas [66] bem como na ativação de 

folículos primordiais de ratas [27] e cabras [46]. Contudo, conforme discorrido previamente, a 

família FGF é composta de 22 membros que ativam 7 receptores diferentes [34], o que sugere a 

participação de outros FGFs no controle da foliculogênese. Dentre os membros conhecidos da 

família FGF, o FGF-10 possui a maior sequência de similaridades ao FGF-7 (KGF), o que leva 

a crer que o FGF-10 tem propriedades de ligação ao receptor do KGF de forma similar ao KGF, 

mas são regulados de forma diferente pela matriz extracelular [33]. De fato, Ohuchi et al. [53] 

verificaram que o FGF-10 atua como maior ligante do receptor FGFR2b e atua no 

desenvolvimento de vários órgãos. Assim, alguns estudos sobre o efeito do FGF-10 na função 

ovariana têm sido realizados no intuito de relatar a função do FGF-10 no desenvolvimento 

folicular. 

 Buratini et al. [16] descreveram pela primeira vez a expressão do FGF-10, por 

imunohistoquímica, em oócitos de folículos pré-antrais e antrais e na teca de folículos antrais 

bovinos. O cultivo de células da granulosa demonstrou que a adição de FGF-10 diminuiu a 

produção de estradiol destas células, mas não alterou a proliferação celular, exercendo 

importante função na sinalização das células da teca para granulosa e oócito. 
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 Desta forma, o FGF-10 tem sido descrito como um fator essencial para manter 

interações entre células mesenquimais e epiteliais, necessárias para o desenvolvimento normal 

dos componentes epiteliais de inúmeros órgãos [4, 36], assim como tem sido considerado um 

importante mediador das interações celulares mesenquimais e epiteliais durante o 

desenvolvimento folicular (Figura 4) [57]. 

 Estudos relativos ao cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos verificaram pela 

primeira vez o efeito da adição do FGF-10 na sobrevivência e no crescimento folicular quando 

adicionado na concentração 50 ng/mL [22]. Esse aumento no diâmetro folicular ao longo do 

cultivo in vitro condiz com um estudo prévio que considera o FGF-10 um potente indutor de 

proliferação em diversos tipos celulares, como células uroteliais, queratinócitos, epitélio 

intestinal e hepatócitos [41]. Alguns fatores desta família são descritos como atuantes na 

prevenção da apoptose, agindo ainda na estimulação de outros fatores que promovem a 

sobrevivência folicular. O FGF-2 e o FGF-7, por exemplo, atuam estimulando o Kit Ligand 

que, por sua vez, tem papel fundamental na ativação de folículos primordiais [45] e na 

sobrevivência folicular [21]. Entretanto, no estudo em folículos pré-antrais caprinos, Chaves et 

al. [22] verificaram ainda, que altas concentrações (100 ng/mL) de FGF-10 exerceram efeito 

negativo no cultivo folicular in vitro, provavelmente aumentando a apoptose folicular através 

da ativação da via das proteínas quinases (MAPK), a qual é envolvida tanto na sobrevivência 

como na apoptose, com resposta celular específica, a depender do contexto celular. 

A associação entre o FSH e o FGF-10 ilustra bem a interação entre mecanismos 

endócrinos e parácrinos no controle do desenvolvimento folicular. Em um estudo realizado por 

nossa equipe foi mostrado que o cultivo de fragmentos ovarianos caprinos por 16 dias, 

iniciando com FSH (50 ng/mL; Dia 0 ao Dia 8) e finalizando com FGF-10 (50 ng/mL; Dia 8 ao 

Dia 16) isoladamente, foi capaz de promover a manutenção da viabilidade folicular e a 

transição de folículos primordiais para o estágio de folículo primário (Almeida et al., dados não 

publicados). O resultado favorável obtido no estudo acima pode estar ligado ao fato do FSH 

estimular a expressão do FGFR2b em células da granulosa [15]. Segundo Castilho et al. [20] a 

associação temporal entre a intensificação da expressão do FGF-10 e o aparecimento de 

folículos primordiais e primários, bem como aumento no número desses últimos entre os 75 e 

120 dias de gestação, condiz com a participação desse fator de crescimento como modulador da 

ativação de folículos primordiais e formação de folículos primários, conforme descrito para o 

FGF-7 [47]. 

 O FGF-10 parece estar envolvido no controle do remodelamento da matriz extracelular, 

uma vez que este fator promoveu a ativação de indutores de plasminogênio e de 
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metaloproteinases na placenta humana no primeiro trimestre de gestação [2, 62]. Entretanto, 

ainda são necessários estudos para definir quais as funções exatas da matriz extracelular no 

controle da atividade dos FGFs durante a foliculogênese e qual o papel dos FGFs na regulação 

do crescimento folicular. 

 Além da atuação na foliculogênese, o FGF-10 foi recentemente apontado como um fator 

capaz de melhorar a competência oocitária. Zhang et al. [72] mostraram que a adição de FGF-

10 ao meio de cultivo de complexos cumulus-oócito (CCOs) bovinos durante a maturação in 

vitro melhorou a maturação oocitária, a expansão das células do cumulus e o desenvolvimento 

embrionário subsequente até o estágio de blastocisto. Contudo, os mecanismos pelos quais o 

FGF-10 controla esse processo ainda não foram elucidados. No entanto, sugere-se uma ação do 

FGF-10 nas células do cumulus regulando a meiose através do fornecimento de um ooplasma 

com componentes importantes para uma sobrevivência embrionária precoce. 

 

 
Figura 4. Modelo hipotético das ações mediadas pelo FGF-10 entre os diferentes tipos 

celulares dos folículos pré-antrais e antrais. A expressão folicular de FGF-10 seria inicialmente 

proveniente do oócito de folículos primordiais e primários e teria como alvo o seu receptor, o 

FGFR2b, presente nas células da granulosa (CG). Posteriormente, nos folículos secundários e 

antrais jovens, as células da teca (CT) também assumiriam a produção de FGF-10, e atuariam 

conjuntamente com o oócito na indução da diferenciação das células da granulosa. Adaptado de 

Castilho [20]. 
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VI. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir desta revisão foi possível constatar como a família dos FGFs, e em especial o 

FGF-10, é importante para a reprodução de fêmeas. Este fator de crescimento atua na 

sobrevivência folicular, bem como estimulando a maturação oocitária, a expansão das células 

do cumulus e a proliferação das células da granulosa/teca através de ações diretas e/ou indiretas 

no controle da foliculogênese. Além disso, o FGF-10 parece atuar de forma diferenciada ao 

longo do desenvolvimento folicular, exercendo efeitos proliferativos na fase inicial com os 

folículos pré-antrais e efeitos de diferenciação na fase final, com os folículos antrais. Apesar de 

seu potencial, o FGF-10 ainda é um fator de crescimento pouco estudado, sendo necessária uma 

exploração mais aprofundada dos seus efeitos sobre a foliculogênese e a maturação oocitária 

durante o cultivo in vitro a fim de melhor compreender a fisiologia folicular e, assim, contribuir 

para a obtenção de números mais expressivos de oócitos fertilizáveis que poderão ser 

destinados, futuramente, às diferentes biotécnicas de reprodução animal. 

 

Nota informativa 
‘Dados não publicados: Almeida, A.P. - anderson_almeida@click21.com.br 
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Resumo 

 

A insulina é um hormônio essencialmente envolvido na regulação da concentração da glicose 

na circulação, além de atuar no crescimento celular e no desenvolvimento de uma ampla 

variedade de tipos celulares, incluindo o ovário. Em geral, os efeitos desse hormônio nas 

células ovarianas de mamíferos são positivos, estimulando nas células da granulosa a sua 

proliferação, a atividade da aromatase e a produção de esteroides, além de ser um fator 

regulador da maturação oocitária. Assim, este artigo tem como objetivo relatar os principais 

efeitos biológicos da insulina na reprodução de fêmeas. Ao longo deste trabalho, foram 

mostrados aspectos relacionados à estrutura e ação da insulina e seu receptor, presença da 

insulina e seu receptor no ovário e o papel deste hormônio na reprodução de fêmeas. A insulina 

é um hormônio de caráter anabólico, produzido pelas células β pancreáticas. A sua ação na 

célula inicia-se pela sua ligação ao receptor de membrana plasmática. No ambiente ovariano, a 

insulina é um importante modulador do desenvolvimento folicular, esteroidogênese, maturação 

oocitária e subsequente desenvolvimento embrionário. Assim, hormônios metabólicos, como a 

insulina, regulam o desenvolvimento folicular modulando o recrutamento, o desenvolvimento e 

a maturação folicular. Apesar dos grandes avanços científicos ocorridos sobre os mecanismos 

de ação da insulina, ainda verifica-se a necessidade de mais estudos com a finalidade de 

explicar melhor seus efeitos na foliculogênese em mamíferos, bem como a influência desses 

efeitos na posterior maturação dos oócitos crescidos in vitro. 

 

Palavras-chave: Embrião, folículo ovariano, oócito, receptor. 
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ABSTRACT 

 

Insulin is a hormone essentially involved in the blood glucose level regulation, besides it acts 

on cell growth and development of a several variety of cell types, including the ovarian cells. In 

general, the effects of this hormone in ovarian cells of mammals are positive, it stimulates in 

granulosa cells proliferation, aromatase activity and steroid production, also it is a factor that 

regulates the oocyte maturation. Therefore, this review described the main biological effects of 

insulin in female mammalian reproduction, with emphasis on ovarian folliculogenesis, oocyte 

maturation and embryonic development. This paper shows the structure and action aspects of 

insulin and its receptor, the presence of insulin and its receptor in the ovary and the role of this 

hormone in female reproduction. Insulin is an anabolic hormone produced by pancreatic  cells. 

Its action starts in the cell by binding to the in cell plasma membrane receptor. In the ovarian 

environment, insulin is an important modulator of follicular development, steroidogenesis, 

oocyte maturation and subsequent embryonic development. Thus, metabolic hormones such as 

insulin regulate the follicular development by modulating the follicular recruitment, 

development and maturation. Despite significant scientific advances that have occurred on the 

mechanisms of insulin action, there is yet to be better explained its effects on folliculogenesis in 

mammals, as well as the influence of these effects in the subsequent maturation of oocytes 

grown in vitro. 

 

Keywords: Embryo, oocyte, ovarian follicle, receptor 
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INTRODUÇÃO 

 

A insulina é um hormônio essencialmente envolvido na regulação da concentração da 

glicose na circulação, além de estar envolvido no crescimento celular e no desenvolvimento de 

uma ampla variedade de tipos celulares (Fouladi-Nashta & Campbell, 2006). Mais de trinta 

anos após a determinação da sequência de aminoácidos da insulina, em 1955, sugeriu-se o 

envolvimento dessa substância como reguladora da atividade ovariana (Ponchirolli, 2003). O 

interesse por estudos relacionados à atuação da insulina na função ovariana iniciou de fato com 

observações de mulheres com hiperandrogenismo com extrema resistência à insulina (Nandi et 

al., 2010), e a partir destas observações foi levantada a hipótese de que altos níveis de insulina 

circulante podem causar excessiva produção de andrógenos em pacientes (Taylor et al., 1982). 

No entanto, somente em 1982 a presença de insulina no ovário foi relatada pela primeira vez 

em porcas (Ponchirolli, 2003). 

Desta forma, um grande progresso nesta área de pesquisa vem sendo alcançado nas 

últimas décadas, pois houve um aumento significativo nos trabalhos que resultaram em 

acúmulo de informações sobre o papel da insulina no ovário a nível molecular, celular e clínico, 

tanto em condições normais como patológicas (Poretsky et al., 1999). Em geral, os efeitos desse 

hormônio nas células ovarianas de mamíferos são positivos, estimulando a proliferação das 

células da granulosa, a atividade da aromatase e a produção de esteroides, além de ser um fator 

regulador da maturação oocitária (Duleba et al., 1997).  

A presente revisão tem como objetivo descrever a caracterização estrutural da insulina e 

os principais efeitos biológicos desse hormônio na reprodução de fêmeas mamíferas, com 

ênfase na foliculogênese ovariana, maturação oocitária e desenvolvimento embrionário. 

 

ESTRUTURA E AÇÃO DA INSULINA E SEU RECEPTOR 

 

A insulina é um hormônio de caráter anabólico, produzido pelas células β das ilhotas de 

Langerhans no pâncreas, em resposta aos níveis plasmáticos de nutrientes, especialmente a 

glicose (Shuldiner et al., 1998). Esse hormônio também é secretado em proporção direta ao 

grau de adiposidade, e em condições normais se liga a receptores inseridos na membrana das 

células insulino-dependentes. Além de atuar no hipotálamo, interagindo com 

neurotransmissores envolvidos no mecanismo de controle da fome-saciedade (Volp et al., 

2008). A insulina pode ainda atuar sobre uma grande variedade de tecidos corporais, tais como 

fígado, músculos, glândulas mamárias e ovário (Sasaki et al., 2002).  
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A insulina humana está localizada no cromossomo 11 (Dumonteil & Philippe, 1996) e 

codifica a pré-proinsulina, um polipeptídeo de cadeia simples, precursor da insulina (Shuldiner 

et al., 1998). A pré-proinsulina é proteoliticamente convertida à pró-insulina, a qual consiste de 

uma cadeia A, uma cadeia B e um peptídeo C. A pró-insulina é homóloga aos fatores de 

crescimento semelhante à insulina do tipo I e II (IGF-I e IGF-II), podendo estes se ligarem aos 

receptores de insulina com aproximadamente 10% de afinidade da insulina. Desta forma, a 

insulina pode atuar por meio dos receptores específicos de insulina, que estão amplamente 

distribuídos nos ovários, pelos receptores do IGF-I ou ainda por receptores híbridos, que 

contêm combinação das subunidades α e β dos receptores de insulina e IGF-I (Yarak et al., 

2005). A insulina é produzida após a clivagem do peptídeo-C, a partir da pró-insulina, por 

endopeptidases ativas provenientes do complexo de Golgi e dos grânulos secretórios. As 

endopeptidases clivam preferencialmente o peptídeo-C/junções de cadeia B, entre Arg31 e 

Arg32 (endopeptidase tipo I), ou peptídeo-C/junções de cadeia A entre Lys64 e Arg65 

(endopeptidase tipo II). A molécula de insulina resultante consiste então de uma cadeia A 

(contendo 21 aminoácidos) e uma cadeia B (contendo 30 aminoácidos), com três pontes 

dissulfídicas: duas entre as cadeias A e B (A7-B7 e A20-B12) e uma com a cadeia A (A6-A11) 

(Figura 1; Poretsky et al., 1999). 

 
 

Figura 1 - Esquema da síntese da insulina onde 1. Pré-proinsulina (Líder, cadeia B, cadeia C, 

cadeia A); 2. Pró-insulina consiste em BCA, sem L; 3. Dobra espontânea; 4. As cadeias A e 

B ligadas por enxofre; 5. A cadeia C é clivada; 6. Molécula de insulina final.  
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 O receptor de insulina pertence a uma família de receptores de fatores de crescimento 

que têm atividade tirosina-quinase intrínseca (Carvalheira et al., 2002). O gene para o receptor 

de insulina está localizado em uma curta região do cromossomo 19 (Seino et al., 1990), contém 

22 exons, possui mais que 150 kB de comprimento e codifica o pró-receptor, um polipeptídeo 

de cadeia simples com massa molecular de 190 kDa, que também contém uma subunidade α e 

uma β. Este receptor específico de membrana é uma proteína heterotetramérica com atividade 

quinase, composta por duas subunidades α (massa molecular 135 kDa) e duas subunidades β 

(massa molecular 95 kDa) unidas por uma ponte dissulfídica (Lawrence et al., 2007), que atua 

como uma enzima alostérica. A forma heterotetramérica matura (α2β2) dos receptores resulta 

de dimerizações e muitos processos pós-translacionais, incluindo clivagem proteolítica. A 

subunidade α dos receptores de insulina são estruturas extracelulares que possuem domínio rico 

em cisteína que serve como sítio para ligação da insulina. Já a subunidade β do receptor possui 

um domínio transmembranário e um intracelular, o qual é responsável pela transmissão do 

sinal, contém um sítio de ligação ATP e vários sítios tirosina de autofosforilação (Belfiore et 

al., 2009). 

A subunidade α inibe a atividade tirosina-quinase da subunidade β. A ligação da insulina 

à subunidade α permite que a subunidade β adquira atividade quinase levando a alteração 

conformacional e fosforilação do substrato do receptor de insulina (IRS-1/-2: Insulin receptor 

substrate-1/-2), que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor (Lawrence et al., 2007). 

Uma vez fosforilado, o IRS-1/-2 interage com uma série de proteínas intracelulares, 

desencadeando uma cascata complexa de reações de fosforilação e desfosforilação (Cheatham 

& Kahn, 1996). Em adição a ativação da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), a proteína quinase 

mitogenicamente ativada (MAPK) também é fosforilada após a ligação da insulina ao seu 

receptor (Cheatham & Kahn, 1996; White, 1996). A ativação do MAPK é responsável pelos 

efeitos no crescimento promovidos pela insulina (Lawrence et al., 2007). O MAPK pode ser 

ativado não apenas pelo receptor de insulina, mas também por outros receptores tirosina-

quinase, tais como receptores de IGF-I, receptores para o fator de crescimento epidermal 

(EGF), receptores de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), bem como receptores 

ligados a proteína G (Lawrence et al., 2007; Suga et al., 1997). A ligação molecular entre a 

cascata do MAPK e o receptor de insulina pode ser mediada pelo fator p21 Ras, uma proteína 

altamente conservada envolvida no crescimento celular que pode ser um elemento crítico na 

ação do receptor de insulina tirosina-quinase e dos receptores de uma série de fatores de 

crescimento (Lawrence et al., 2007; Cheatham & Kahn, 1996; White, 1996). 
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 Acredita-se que a ativação da tirosina-quinase seja o principal mecanismo de sinalização 

dos receptores de insulina (Belfiore et al., 2009) e parece ser o evento pós ligação 

hormônio/receptor responsável por quase todos os efeitos da insulina nos tecidos (Cama et al., 

1991). No entanto, uma via alternativa para os receptores de insulina tem sido descrita na 

literatura. Tal via envolve a geração de inositolglicano como segundo mensageiro, após a 

ligação da insulina à subunidade α de seu receptor na membrana plasmática, sendo este evento, 

independente da ativação da tirosina-quinase na subunidade β (Figura 2). Esta via de 

sinalização alternativa para os receptores de insulina pode mediar alguns efeitos da insulina, 

incluindo a estimulação da esteroidogênese no ovário (Nestler et al., 1998), mas o papel deste 

sistema na propagação dos sinais de insulina para o transporte de glicose e outros dos seus 

efeitos ainda não está completamente estabelecido.  

 
Figura 2 - Receptor de insulina, sua via de sinalização para o transporte de glicose e 

mecanismo hipotético de estimulação ou inibição da esteroidogênese. Após a ligação da 

insulina à subunidade α de seu receptor, a subunidade β tirosina-quinase é ativada e então os 

IRS-1 e -2 são fosforilados. A fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que é a única molécula 

intracelular considerada essencial para o transporte de glicose é ativada, os transportadores 

de glicose dependentes de insulina (GLUT) são translocados para a membrana e a captação 

da glicose é estimulada. Um sistema de sinalização alternativo pode envolver a geração de 

inositolglicano na membrana da célula após a ligação da insulina ao seu receptor. Esse 
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sistema de sinalização inositolglicano pode mediar a modulação da insulina nas enzimas 

esteroidogênicas como P450 scc, P450 c17 ou P450 aromatase. 

 

PRESENÇA DA INSULINA E SEU RECEPTOR NO OVÁRIO MAMÍFERO 

 

No ambiente ovariano, a insulina é um importante modulador do desenvolvimento 

folicular, esteroidogênese, maturação oocitária e subsequente desenvolvimento embrionário 

(Yaseen et al., 2001). A insulina também leva a um aumento no número de folículos primários 

e uma menor taxa de atresia folicular, e consequentemente, aumento da taxa de ovulação 

(Almeida et al., 2001).  

O efeito direto da insulina no ovário pode ser comprovado pela presença de seus 

receptores. Tanto em modelos humanos (Figura 3), como animais, os receptores de insulina são 

amplamente distribuídos em todos os compartimentos ovarianos, incluindo células da 

granulosa, células da teca, estroma e oócito (Myers et al. 1991; Sirotkin et al., 1998; Louhio et 

al., 2000). A concentração de insulina no fluido folicular proveniente da circulação foi 

constante em todos os estágios de desenvolvimento folicular em ovário bovino. No entanto, a 

expressão de RNAm para receptor de insulina nas células da granulosa e teca de folículos pré-

ovulatórios foi maior que em todos os outros estágios de desenvolvimento (Shimizu et al., 

2008). 

 
Figura 3 - Expressão de receptores de insulina em ovários humanos após a realização da 

técnica de hibridização in situ. Os dados são mostrados como marcação positiva moderada 

(+2) e positiva fraca (+1). Adaptado de Poretsky et al. (1999). Dados pertencentes a El-

Roeiy et al. (1993) e Samoto et al. (1993). 
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A insulina atua na reprodução por regular a síntese de neurotransmissores de GnRH e, 

consequentemente, controlar a secreção das gonadotrofinas, principalmente na liberação de LH 

pela hipófise, juntamente aos IGF-I e IGF-II, cujos receptores estão presentes nas células 

foliculares (granulosa e teca; Kawauchi et al., 2006). A ligação da insulina ao seu receptor 

resulta em uma série de efeitos metabólicos, sendo o mais importante à estimulação do 

transporte de glicose para o interior das células, utilizado como a principal fonte energética para 

o ovário (Souza et al., 2009). 

Estudos mostram que a insulina possui ação direta no ovário. A incapacidade do folículo 

em responder ao aumento na frequência de pulsos de LH pode ser devido à menor capacidade 

de reposta pelos receptores de LH nas células da granulosa, que são dependentes da ação 

combinada de FSH e de 17β estradiol. Por sua vez, o 17β estradiol folicular depende da 

produção de andrógenos nas células da teca, que é estimulada pelo LH, e cuja resposta parece 

ser aumentada pela insulina e pelo IGF-I (Stewart et al., 1995). Assim, as baixas concentrações 

plasmáticas de insulina, em animais submetidos à restrição alimentar crônica, podem reduzir a 

produção de andrógenos e estrógenos e, assim, comprometer a habilidade dos folículos em 

produzirem receptores para LH (Diskin et al., 2003). Além dessa ação direta, o efeito da 

insulina pode ser exercido indiretamente sobre o ovário pela elevação das concentrações de 

hormônio do crescimento (Kawauchi et al., 2006). 

 

PAPEL DA INSULINA NA FUNÇÃO OVARIANA 

 

Foliculogênese 

 

O desenvolvimento e crescimento folicular são controlados por gonadotrofinas 

hipofisárias (LH e FSH) e por fatores locais, como hormônios esteroides e fatores de 

crescimento. No entanto, os fatores endócrinos relacionados com o metabolismo, como a 

insulina e hormônio do crescimento também são cruciais para o desenvolvimento folicular em 

ovário mamífero (Shimizu et al., 2008). Na foliculogênese inicial, a insulina tem ação na 

manutenção da viabilidade e crescimento dos folículos primordiais e primários, e em baixas 

concentrações pode aumentar os índices de formação de folículos primários (Louhio et al., 

2000). Este efeito pode ser devido ao papel da insulina em estimular o fator inibidor de 

leucemia e Kit Ligand podendo, portanto, ser um corregulador no padrão de sinalização 

controlando a transição de folículos primordiais para primários (Van den Hurk & Zhao, 2005). 

Confirmando a atuação da insulina nesta transição, estudos in vitro têm mostrado que este 
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hormônio estimulou a formação de folículos primários em tecido ovariano cultivado em 

diferentes espécies como humanos (Louhio et al., 2000), bovinos (Yang & Fortune, 2002) e 

murinos neonatais (Kezele et al., 2002). 

O papel da insulina no crescimento folicular tem sido mostrado em células da granulosa 

humanas cultivadas in vitro, as quais respondem a esse hormônio por aumento na produção de 

estrógeno e progesterona (Willis et al., 1996), ocasionando proliferação celular na granulosa em 

ratos (Peluso et al., 1991) e nas células da teca e em células ovarianas em hamster (Duleba et 

al., 1997; Li et al., 1997). Em bovinos, concentrações fisiológicas (10 ng/mL) ou próximas à 

fisiológica (20 ng/mL) de insulina estimularam o crescimento folicular e oocitário em folículos 

pré-antrais isolados e induziram uma alta percentagem de formação de antro (> 60%) após 13 

dias de cultivo (McLaughlin et al., 2010; Itoh et al., 2002). Similarmente em ovinos, a insulina 

(10 ng/mL) suportou o desenvolvimento dos folículos secundários (Arunakumari et al., 2010). 

Em caprinos, cultivo com folículos pré-antrais inseridos em fragmentos ovarianos ou isolados 

mecanicamente apresentaram maior crescimento e sobrevivência com a utilização de insulina a 

10 ng/mL (Chaves et al., dados não publicados). Jewgenow et al. (1998) mostraram também 

que a adição, ao meio de cultivo, de insulina como componente do ITS (Insulina-Transferrina-

Selênio), bem como de outras substâncias como piruvato, glutamina e hipoxantina é essencial 

para o crescimento de folículos pré-antrais felinos in vitro. Recentes estudos em bovinos 

revelaram que a utilização de ITS como componente do meio de base apresenta ativação no 

segundo dia de cultivo, enquanto que meios sem insulina, os folículos permaneceram no estágio 

primordial por 10 dias de cultivo, implicando que a insulina age como ativador de folículos 

primordiais em bovinos (Smitz et al., 2010). 

Em espécies domésticas, tem sido verificado que a administração da insulina em 

diferentes fases reprodutivas, como moduladora das funções reprodutivas, aumentou os níveis 

intrafoliculares e periféricos de fatores de crescimento, tais como o IGF-I. Além disso, em 

suínos e bovinos, a insulina aumenta o recrutamento de folículos responsivos as gonadotrofinas, 

reduz a atresia folicular e atua como um sinal metabólico, influenciando a liberação de LH pela 

hipófise (Monget et al., 1997).  

In vivo, as populações de folículos ovarianos de ruminantes são muito sensíveis à 

manipulação nutricional, podendo esta ferramenta ser utilizada a fim de incrementar 

prontamente a foliculogênese e a taxa de ovulação (Scaramuzzi et al., 2006). As concentrações 

plasmáticas de insulina foram positivamente correlacionadas com a energia da dieta e foi 

proposto que este hormônio é um fator chave que modula os efeitos da nutrição sobre a função 

ovariana. Tal fato é explicado pelas observações que as células da granulosa do folículo bovino 
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são dependentes de concentrações fisiológicas de insulina e que a infusão de insulina em 

novilhas de corte aumenta o diâmetro de folículos dominantes (Glister et al., 2001). Beam & 

Butler (1997) observaram que falhas na ovulação durante a primeira onda folicular em vacas 

foram associadas às baixas concentrações de insulina, sugerindo que a baixa fertilidade pode 

estar associada a este hormônio. Em ovinos, verificou-se uma redução nos níveis de insulina no 

fluido folicular à medida que os folículos cresciam, especialmente nos maiores, mais próximos 

do tamanho pré-ovulatório (Souza et al., 2009). 

A insulina tem efeito direto em células ovarianas cultivadas, exercendo uma ação 

específica em células da granulosa não luteinizadas através do aumento da estimulação do FSH 

para produção de estrógeno e progesterona (Bhatia et al., 2001). De fato, estudos in vitro têm 

demonstrado que esse hormônio age como um potente estimulador da diferenciação e 

estereoidogênese folicular (Diskin et al., 2003). A insulina e LH sistêmicos estimulam a 

formação de andrógenos tecais em folículos secundários que induzem a formação de receptores 

para FSH na granulosa (Van den Hurk & Zhao, 2005). 

Um aumento no suprimento sanguíneo para folículos antrais dominantes pode 

maximizar a oferta de LH e FSH. Além das gonadotrofinas e fatores de crescimento, outros 

componentes de suprimento sistemático, como a insulina, pode influenciar a proliferação e/ou 

diferenciação das células da granulosa e teca e assim afetar o destino de um folículo antral 

(VAN DEN HURK & Zhao, 2005). 

Recentemente, estudos revelaram que em ovinos, modificações no fornecimento de 

glicose mediado pela insulina nas células da teca e da granulosa, modulam a função folicular, 

pois o transportador de glicose dependente de insulina (GLUT-4) está presente nestas células 

(Somchit et al., 2007). Além disso, o status de desenvolvimento folicular no momento em que 

há concentrações máximas de glicose e insulina pode ser um dos fatores que determinam a 

eficiência da taxa de ovulação (Viñoles et al., 2005), uma vez que o aumento no fornecimento 

de glicose mediado pela insulina nas células foliculares é crítico para o crescimento folicular e 

prevenção de atresia, o que eleva o pool de folículos pré-ovulatórios (Somchit et al., 2007). 

Outros estudos têm sugerido ainda que a insulina pode afetar o reinício dos pulsos de LH em 

animais submetidos a períodos de subnutrição, por modificações na utilização de combustíveis 

metabólicos oxidáveis (Szymanski et al., 2007).  

Altas concentrações de insulina em novilhas não lactantes foram associadas com um 

número aumentado de pequenos folículos (<4 mm) (Gong et al., 1997). Além disso, esse 

hormônio induziu uma secreção de estradiol progressivamente em folículos após formação de 

antro (Itoh et al., 2002). Segundo Zhang et al. (2010) uma contínua exposição dos ovários 
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murinos a níveis elevados de insulina in vitro afeta a formação do folículo e capacidade de 

desenvolvimento. 

Dessa forma, a insulina pode atuar tanto no controle dos estágios do desenvolvimento 

folicular independentes de gonadotrofinas, quanto em sinergia com gonadotrofinas para 

modular o recrutamento folicular, maturação de folículos pré-ovulatórios e o desenvolvimento 

embrionário. 

 

Maturação oocitária 

 

O papel da insulina na maturação oocitária tem sido descrita (Fouladi-Nashta & 

Campbell, 2006). Tsafriri & Channing (1975) demonstraram que a insulina estimula a 

progressão nuclear de oócitos de porcas além da metáfase I e extrusão do primeiro corpúsculo 

polar. Subsequentemente, Lessman & Schuetz (1981) reportaram que esse hormônio facilita a 

quebra da vesícula germinativa em rãs leopardo (Rana pipiens), além de induzir a maturação 

meiótica em oócitos de rãs Xenopus laevis (Fouladi-Nashta & Campbell, 2006). No entanto, 

alguns estudos demonstram que oócitos mamíferos ou folículos em crescimento na presença 

prolongada de altas doses de insulina tem um impacto negativo na competência de 

desenvolvimento oocitária, definida como a habilidade do oócito em suportar o 

desenvolvimento embrionário para o estágio de blastocisto e/ou gestação normal estabelecida. 

Entretanto, esse mecanismo ainda é desconhecido (Acevedo et al., 2007).  

Vários estudos mostram que a presença de insulina como insulina-transferrina-selênio 

(ITS; a uma concentração de 10 µg/mL) tem permitido o crescimento folicular e maturação de 

oócitos in vitro em diversas espécies (hamster: Roy (1993); humanos: Willis et al. (1996); 

bovinos: Coelho et al. (1998); búfalos: Raghu et al. (2002); caprinos: Zhou e Zhang (2005); 

suínos: Jeong et al. (2008); marsupiais: Nation & Selwood (2009); ovinos: Arunakumari et al. 

(2010)). Recentemente, Xu et al. (2010) confirmaram que insulina associada ao FSH promove a 

sobrevivência e crescimento de folículos secundários isolados em macacas Rhesus, além de 

fornecer um maior número de oócitos saudáveis e maturados in vitro. No entanto, quando 

ovários de camundongos fêmeas foram cultivados na presença de 5 µg/mL de insulina foi 

demonstrado um profundo efeito negativo na oogênese e foliculogênese in vitro, devido a um 

retardo no crescimento oocitário (Sun et al., 2010). 

Administração exógena de insulina por meio da alimentação tem mostrado afetar não 

somente o crescimento folicular, mas também a qualidade do oócito. Mudanças na ingestão de 

alimentos energéticos são capazes de influenciar negativamente a morfologia e a competência 
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de oócitos (Boland et al., 2001). A exposição de oócitos de camundongos fêmeas a condições 

de diabetes durante a foliculogênese tem um efeito negativo na maturação meiótica, devido a 

um decréscimo na comunicação entre os compartimentos das células somáticas e célula 

germinal (Colton et al., 2003). 

A adição da insulina ao meio de maturação acelera a progressão meiótica e exerce um 

efeito positivo nas taxas de clivagem e desenvolvimento embrionário (Augustin et al., 2003). 

Além disso, a insulina exerce uma atividade mitogênica e anti-apoptótica em folículos antrais 

cultivados in vitro (Leroith et al., 1995). Segundo Stefanello et al. (2006), os folículos 

cultivados na presença da insulina têm efeito positivo sobre a estrutura do oócito e parece 

promover a maturação citoplasmática. 

Modelos em camundongos de hipoinsulinemia e hiperglicemia maternal na produção de 

oócitos e folículos ovarianos de menores tamanhos, reduziu o percentual de quebra da vesícula 

germinativa e um aumento na ocorrência de apoptose (Chang et al., 2005). No entanto, ainda há 

um número limitado de estudos sobre os efeitos da insulina na maturação oocitária e 

desenvolvimento pré-implantacional de embriões bovinos (Fouladi-Nashta & Campbell, 2006). 

 

EFEITO DA INSULINA SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO 

 

A regulação do desenvolvimento e crescimento embrionários tem sido tradicionalmente 

atribuída à insulina e aos IGFs (Sasaki et al., 2002). Como um potente hormônio anabólico em 

células diferenciadas, a insulina estimula o transporte de glicose e aminoácidos e a síntese de 

RNA, proteínas e glicogênio (Summers et al., 1999). Experimentos realizados in vivo 

demonstraram que a insulina melhora a taxa de desenvolvimento embrionário e a taxa de 

gestação em animais diabéticos, resgatando os embriões dos efeitos prejudiciais da 

hiperglicemia materna (De Hertogh et al., 1992). Além disso, estudos com embriões em fase de 

pré-implantação constataram que o desenvolvimento embrionário é melhorado após 

suplementação do meio de cultivo com insulina e IGF-I (Spanos et al., 2000). Em vacas, 

RNAm que codifica o receptor para insulina tem sido detectado em todos os estágios 

embrionários de zigoto a blastocisto (Schultz et al., 1992).  

Em camundongos, receptores funcionais para insulina são expressos a partir do estágio 

pré-implantacional de oito células, mais especificamente durante a compactação (Smith et al., 

1993). A partir desse último estágio, que marca o início da diferenciação embrionária levando à 

formação do blastocisto, muitos parâmetros da fisiologia embrionária podem ser regulados por 

insulina exógena (Kaye et al., 1997). Em bovinos, a insulina estimula o desenvolvimento de 
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embriões com oito células até o estágio de blastocisto eclodido e durante os estágios de mórula 

e blastocisto estimula a síntese de RNA e DNA (Paria et al., 1990). 

Nesse contexto, sabe-se que embriões em estágio de pré-implantação não sintetizam 

insulina ou seu RNAm específico (Kaye, 1997), mas têm acesso à insulina materna in vivo via 

oviduto e fluidos uterinos (Taniguchi et al., 2006). Deste modo, em condições in vitro, 

embriões em estágios iniciais são privados de tal hormônio materno, sofrendo um retardo no 

seu desenvolvimento morfológico e na sua proliferação celular durante a embriogênese pré-

implantacional (Gardner et al., 1991). Assim, é possível constatar a importância da adição de 

insulina exógena para o sucesso do cultivo in vitro de embriões. 

Estudos têm relatado que a adição de níveis fisiológicos de insulina durante o cultivo in 

vitro, além de resultar em uma redução da apoptose (Augustin et al., 2003), promove um 

aumento da proliferação celular em blastocistos de humanos, camundongos, coelhos e bovinos 

(Herrler et al., 1998; Makarevich et al., 2002; Augustin et al., 2003). Além disso, outros 

trabalhos demonstraram que, em bovinos e murinos, a adição exógena de insulina em embriões 

promove um aumento no número de células, especificamente na massa celular interna (MCI) de 

blastocistos em desenvolvimento (Sirisathien et al., 2003).  

De acordo com Harvey & Kaye (1990), a insulina aumenta as taxas de compactação e 

formação de blastocistos in vitro, sendo os blastocistos resultantes dotados de 25% a mais de 

células, sendo todas localizadas na MCI. Considerando que a proporção de células presentes na 

MCI é um fator determinante para o crescimento fetal, o acesso do embrião à insulina materna 

durante a pré-implantação é requerido para a obtenção de um crescimento fetal ótimo. 

Matsui et al. (1997) reportaram que a insulina em concentrações de 0,5–10 µg/mL tem 

um efeito benéfico na taxa de desenvolvimento para o estágio de mórula no dia 5 do cultivo 

embrionário e que essa estimulação do desenvolvimento embrionário foi mediada através do 

receptor para IGF-I. Entretanto, esses autores não reportaram a progressão do desenvolvimento 

para o estágio de blastocisto.  

 

CONCLUSÕES 

 

A função ovariana é controlada, primariamente, pela interação do eixo hipotalâmico-

hipofisário-gonadal. Contudo, há hormônios envolvidos nos processos metabólicos, como a 

insulina que regulam o desenvolvimento folicular modulando o recrutamento, o 

desenvolvimento e a maturação folicular. Além disso, é possível verificar que a insulina e os 



217 
 

fatores de crescimento semelhantes à insulina fornecem também um importante suporte ao 

crescimento e desenvolvimento embrionário.  

Apesar dos grandes avanços científicos ocorridos sobre os mecanismos de ação da 

insulina, ainda verifica-se a necessidade de mais estudos com a finalidade de explicar melhor 

seus efeitos na foliculogênese inicial e final em mamíferos, bem como a influência desses 

efeitos na posterior maturação dos oócitos crescidos in vitro. Desta forma, futuras pesquisas 

deveriam focar no estudo dos mediadores hormonais que influenciam esse microambiente 

ovariano. 
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Resumo 

 

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do fator de crescimento do nervo (NGF) no 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos. Fragmentos do córtex ovariano foram 

cultivados em α-MEM+ suplementado com 0, 1, 10, 50, 100 ou 200 ng/mL de NGF por 1 ou 7 

dias. Pequenos fragmentos de tecido ovariano não cultivado bem como daqueles cultivados por 

1 ou 7 dias foram processados por histologia clássica e microscopia eletrônica de transmissão. 

Os resultados mostraram que após 1 ou 7 dias de cultivo em todas as concentrações de NGF, 

exceto a 1 ng/mL após 1 dia de cultivo houve uma redução significativa no percentual de 

folículos normais quando comparado aos tecidos não cultivados. Em altas concentrações de 

NGF (100 e 200 ng/mL) após 7 dias de cultivo, houve uma redução significativa no percentual 

de folículos normais quando comparado aos tecidos cultivados em α-MEM+ sozinho ou em 

outras concentrações de NGF. É importante notar que as análises ultraestruturais e de 

fluorescência confirmaram somente a integridade de folículos cultivados com 1 ng/mL de NGF 

após 7 dias. Em contraste aos tecidos não cultivados, o percentual de folículos em 

desenvolvimento foi significativamente maior em todas as concentrações de NGF após 1 ou 7 

dias de cultivo. Observamos que o diâmetro folicular foi maior em 1 e 10 ng/mL de NGF por 7 

dias que em outras concentrações, mas foi similar aos folículos cultivados em α-MEM+ 

sozinho. Em conclusão, o NGF promove a sobrevivência de folículos pré-antrais caprinos 

cultivados in vitro de maneira dose-dependente.  

 

Palavras-chave: Caprino, folículos ovarianos, NGF, sobrevivência. 
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Abstract 

 

The aim of this study was to investigate the effects of nerve growth factor (NGF) on the 

in vitro culture of goat preantral follicles. Ovarian cortex fragments were cultured in α-MEM+ 

supplemented with 0, 1, 10, 50, 100 or 200 ng/mL NGF for 1 or 7 days. Small fragments of 

non-cultured ovarian tissue as well as those cultured for 1 or 7 days were processed for classical 

histology and transmission electron microscopy. The results showed that after 1 or 7 days of 

culture at all concentrations of NGF, except at 1 ng/mL after 1 day of culture, there was a 

significant reduction in the percentage of normal follicles as compared to non-cultured tissues. 

At higher NGF concentrations (100 and 200 ng/mL) after 7 days of culture, there was a 

significant reduction in the percentage of normal follicles as compared to tissues cultured in α-

MEM+ alone or at the other concentrations of NGF. It is important to note that ultrastructural 

and fluorescent analyses confirmed only the integrity of follicles cultured with 1 ng/mL of NGF 

after 7 days. In contrast to non-cultured control tissues, the percentage of developing follicles 

was significantly increased at all concentrations of NGF after 1 or 7 days of culture. We 

observed that follicular diameter was higher at 1 and 10 ng/mL NGF for 7 days than at the other 

concentrations but was similar to follicles cultured in α-MEM+ alone. In conclusion, NGF 

improved the survival of goat preantral follicles cultured in vitro in a dose-dependent manner.  

 

Introduction 

 

Understanding the signals responsible for the initiation of folliculogenesis is an 

important step towards developing a successful in vitro system that promotes the growth and 

maturation of primordial follicles [ABIR et al., 1998]. However, follicular development is a 

complex process regulated by hormonal factors, the nervous system, and several paracrine and 

autocrine factors in the ovary [RICHARDS, 1994]. It is possible that various growth factors, 

such as nerve growth factor (NGF), may be involved in this process [VAN DEN HURK et al., 

2000]. 

NGF is a polypeptide, member of the neurotrophin family, which is related to the 

transforming growth factor- superfamily [ANDERSON et al., 2002]. This growth factor plays 

a crucial role in the maintenance of the sympathetic and sensory nervous systems [LARA et al., 

1991]. In addition to its actions on nerve growth, NGF plays important functions in the 

initiation and maintenance of inflammation in several organs. It has also been suggested that 

NGF takes part in the process of recovery after injury [HARSUM et al., 2001]. 
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NGF is synthesized by and released from ovarian cells [LARA et al., 1990b] and 

therefore, can be considered a component of the intragonadal system of paracrine/autocrine 

regulators that influence ovarian function. NGF receptors are expressed by oogonia and oocytes 

of several species [mice: SPEARS et al., 2003; rats: DISSEN et al., 2001; rhesus monkeys: 

DEES et al., 1995; human fetuses: ANESETTI et al., 2001] as well as in theca cells of rat antral 

follicles [DISSEN et al., 1996a] and granulosa and theca cells of growing bovine follicles 

[DISSEN et al., 2000a]. The presence of NGF receptors in the ovary [DISSEN et al., 1991] and 

the loss of ovarian innervation resulting from the immunoneutralization of NGF actions [LARA 

et al., 1990a] indicate that NGF is one of the target-derived neurotrophins involved in the 

development and maintenance of ovarian innervation. Furthermore, NGF and its receptors, 

TrkA and p75, have an important role in sexual development in rats [LARA et al., 1990a] and 

early follicular development and ovulation in hamsters [SHI et al., 2004].  

In vitro studies suggest that neurotrophins, such as NGF, are involved not only in 

ovarian innervation but also in follicular assembly and initiation of folliculogenesis in rats and 

mice [OJEDA et al., 2000]. In addition, mice carrying a null mutation of the NGF gene exhibit 

a reduction in the development of primary and secondary follicles [DISSEN et al., 2001]. 

Moreover, NGF can act as an intragonadal molecule, regulating the ovarian response to 

gonadotropins [ROMERO et al., 2002]. Furthermore, NGF can initiate the growth of human 

fetuses [ABIR et al., 2005] and of rat primordial ovarian follicles [ROMERO et al., 2002]. 

Although the influence of NGF on rat ovarian follicles has been studied, its effects on the 

follicular development of economically important domestic species, such as the goat, have not 

been investigated. Thus, the aim of the present study was to investigate whether NGF has a 

beneficial role on the in vitro survival, activation and growth of preantral follicles after culture 

of goat ovarian tissues.  

 

Materials and Methods 

 

Source of ovaries 

 

Ovaries (n = 8) from 4 adult, non-pregnant, mixed-breed goats that were 1-3 years of 

age were collected from a local slaughterhouse. All animals were cyclic and in good body 

condition. Immediately postmortem, the ovaries were washed in 70% ethanol for 10 seconds 

and then washed again in MEM supplemented with 100 µg/mL penicillin and 100 µg/mL 

streptomycin. The pairs of ovaries were transported to the laboratory in MEM at 4 °C within 1 h 
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postmortem [CHAVES et al., 2008]. Unless otherwise mentioned, NGF and other chemicals 

used in the present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, USA). 

 

Experimental protocol 

 

In the laboratory, the ovaries were stripped of surrounding fat and fibrous tissue, and the 

ovarian cortex was recovered, placed in MEM supplemented with HEPES and divided into 13 

pieces/ovary of approximately 3 mm x 3 mm (1 mm thick) in size using a needle and scalpel 

under sterile conditions. For each animal, one slice of tissue was randomly selected and 

immediately fixed for histological and ultrastructural analyses (fresh control - Day 0). The 

remaining slices of ovarian cortex were cultured individually in 1 mL of culture medium in 24-

well tissue culture dishes and incubated at 39 °C in an atmosphere of 5% CO2 in air. The basic 

control medium, hereafter referred to as α-MEM+, consisted of α-MEM (pH 7.2 – 7.4) 

supplemented with ITS (insulin 10 g/mL, transferrin 5.5 g/mL and selenium 5 ng/mL), 0.23 

mM pyruvate, 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, and 1.25 mg/mL BSA. The medium was 

supplemented with human recombinant NGF at different concentrations (0, 1, 10, 50, 100 or 

200 ng/mL). Ovarian slices from each animal were cultured for 1 or 7 days in media 

supplemented with different concentrations of NGF and each treatment was repeated four 

times. The culture media was stabilized at 39 °C for 1 h prior to use and was replenished every 

second day in the tissue cultures.  

 

Morphological analysis and assessment of in vitro follicular growth 

 

Fresh control and cultured tissues were fixed in Carnoy for 12 h and then dehydrated in 

increasing concentrations of ethanol. After paraffin embedding (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), 

the wax blocks containing the caprine tissues were completely and serially sectioned (7-µm 

sections), mounted on individual glass slides and stained with Periodic Acid Schiff – 

hematoxylin (PAS staining system; Sigma). Follicle stage and survival were assessed 

microscopically on serial sections. Coded anonymized slides were examined using a Nikon 

microscope (Japan) under 400× magnification. Care was taken to count each follicle only once 

as we have previously done in our earlier studies [MATOS et al., 2007]. Each follicle was 

examined in every section and matched with the same follicle on adjacent serial sections in 

order to avoid double counting, thus ensuring that each follicle was only counted once 

regardless of its size. 
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The developmental stages of follicles have been defined previously [SILVA et al., 2004] 

as primordial (one layer of flattened granulosa cells around the oocyte) or developing follicles. 

Developing follicles can be subdivided into intermediate (both flattened and cuboidal granulosa 

cells around the oocyte), primary (a single layer of cuboidal granulosa cells around the oocyte) 

and secondary (two or more layers of cuboidal granulosa cells around the oocyte). In the current 

study, follicles were individually classified as histologically normal even when an intact oocyte 

was present, and the follicle was surrounded by granulosa cells that were well organized in one 

or more layers and had no pyknotic nucleus (Fig. 1A). Atretic (degenerated) follicles were 

defined as those with a retracted oocyte, pyknotic nucleus, and/or disorganized granulosa cells 

detached from the basement membrane (Fig. 1B). Overall, 120 preantral follicles were 

evaluated for each treatment (30 follicles per animal × 4 repetitions = 120 follicles). The 

percentages of healthy primordial and developing follicles were calculated on day 0 (fresh 

control) and after culture at each concentration of NGF.  

 

 
Fig. 1. Histological sections of ovarian fragments after Periodic Acid Schiff- hematoxylin 

staining showing morphologically normal (A) and degenerated (B) follicles after culture with 

10 ng/mL NGF after 7 days of culture. O: oocyte; Nu: oocyte nucleus; GC: granulosa cell 

(Original magnification 400×). Scale bars represent 50 µm. 

 

To evaluate follicular activation and growth, only intact follicles with a visible oocyte 

nucleus were recorded, and the proportion of primordial and growing follicles were calculated 

at day 0 (fresh control) and after 1 or 7 days of culture in the various culture conditions tested. 

In addition, using only normal follicles, major and minor axes of each oocyte and follicle were 
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measured using a light microscope fitted with an eyepiece micrometer (Zeiss, Cologne, 

Germany) under 400× magnification. The average of these two measurements was used to 

determine the diameters of each oocyte and follicle.  

 

Ultrastructural analysis of caprine preantral follicles 

 

For better evaluation of follicular morphology, ultrastructural studies were carried out 

on fragments of fresh control tissues and those tissues with the best results obtained from 

histological analysis after 7 days of culture. Briefly, 1-mm3 pieces of goat ovarian tissues were 

fixed in 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 

7.2) for 4 h at room temperature. After fixation, fragments were post-fixed in 1% osmium 

tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylate 

buffer for 1 h. Subsequently, the samples were dehydrated through an acetone gradient, and the 

tissues were embedded in Spurr's resin. For light microscopy studies, sections of 3-µm 

thickness were cut on an ultramicrotome (Reichert Supernova, Heidelberg, Germany) and 

stained with toluidine blue. Ultra-thin sections of 60–70 nm thickness were contrasted with 

uranyl acetate and lead citrate and examined under a Jeol 1011 (Jeol, Tokyo, Japan) 

transmission electron microscope (TEM). The density and integrity of ooplasmic and granulosa 

cell organelles, as well as vacuolization and basement membrane integrity, were evaluated. 

 

Assessment of preantral follicle viability by fluorescence microscopy 

 

Based on the results of the morphological and ultrastructural analyses, the viability of 

follicles cultured with the concentration of NGF which provided the best outcome was further 

analyzed using a more accurate method of assessment based on fluorescent probes. Additional 

pairs of goat ovaries (n = 2) were cut into fragments, one of which was immediately processed 

for follicle isolation.  

Goat preantral follicles were isolated from ovarian fragments using the mechanical 

method described by Lucci et al. [1999]. Briefly, using a tissue chopper (The Mickle 

Laboratory Engineering Co., Gomshal, Surrey, UK) adjusted for a sectioning interval of 75 µm, 

samples were cut into small pieces, placed in MEM, resuspended 40 times using a large Pasteur 

pipette (approximate diameter of 1600 µm) and resuspended again 40 times with a smaller 

Pasteur pipette (approximate of diameter 600 µm) in order to dissociate preantral follicles from 

stroma. The material obtained was passed through 100-µm nylon mesh filters, resulting in a 
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suspension containing preantral follicles of less than 100 µm in diameter. This procedure was 

carried out at room temperature within a 10 min time frame. 

 Preantral follicles were analyzed using a two-color fluorescence cell viability assay 

based on the simultaneous detection of live and dead cells with calcein-AM and ethidium 

homodimer-1, respectively. While the first probe detects intracellular esterase activity in viable 

cells, the latter labels nucleic acids in non-viable cells with plasma membrane disruption. The 

test was performed by adding 4 µM calcein-AM and 2 µM ethidium homodimer-1 (Molecular 

Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) to a suspension of isolated follicles and incubating at 

37 °C for 15 min. After being labeled, follicles were washed once by centrifugation at 100×g 

for 5 min and resuspension in MEM. Cells were then mounted on glass microscope slides in 5 

µl of anti-fading medium (DABCO, Sigma, Deisenhofen, Germany), to prevent photobleaching, 

and examined using a DMLB fluorescence microscope (Leica, Germany). The emitted 

fluorescence signals of calcein-AM and ethidium homodimer-1 were collected at 488 and 568 

nm, respectively. Oocytes and granulosa cells were considered viable if their cytoplasm stained 

positively with calcein-AM (green) and their chromatin was not labeled with ethidium 

homodimer-1 (red).  

 

Statistical analysis 

 

Means of surviving follicles at all stages (primordial and developing), obtained after 1 or 

7 days in the various culture conditions, were subjected to ANOVA using the GLM procedure 

of SAS (1999). In addition, Dunnett’s test was applied in order to compare NGF-treated groups 

against the control and α-MEM+ groups; the Student’s-Neuman-Keuls test was used to compare 

differences between NGF concentrations and means between 1 and 7 days of culture [STEEL et 

al., 1997]. Data of follicular viability assessed through fluorescence microscopy were analyzed 

as dispersion of frequencies using the chi square test. Differences were considered to be 

significant when P<0.05 and results are expressed as the mean ± SD.  

 

Results 

 

Effect of NGF on follicular survival 

 

In the present study, 120 follicles in each culture condition were analyzed using classical 

histology, totaling 1,560 preantral follicles (400 primordial, 594 intermediate, 497 primary and 
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68 secondary). The percentages of morphologically normal follicles in the fresh control (non-

cultured tissue) and after 1 or 7 days of culture, in the absence or presence of NGF, are shown 

in Figure 2. After 1 or 7 days of in vitro culture at all concentrations of NGF, except at 1 ng/mL 

after 1 day of culture (P>0.05), we observed a significant reduction in the percentage of normal 

follicles when compared to the fresh control (P<0.05). In addition, after 1 day of culture, tissues 

cultured in the lowest concentration of NGF (1 ng/mL) exhibited a significantly higher 

percentage of normal follicles than did tissues cultured in α-MEM+ alone or with the other 

concentrations of NGF (P<0.05). After 7 days, there was a significant decrease (P<0.05) in the 

percentage of normal follicles for tissues cultured in 100 or 200 ng/mL NGF compared to 

tissues cultured in α-MEM+ alone and with the other concentrations of NGF (1, 10 and 50 

ng/mL).  

 

 
Fig. 2. Percentage (mean  S.D.) of morphologically normal preantral follicles in the fresh 

control (non-cultured) and after in vitro culture for 1 or 7 days in the absence or presence of 

NGF. *P<0.05 compared with fresh control (Day 0). †P<0.05 compared with α-MEM+. 

Different lowercase letters denote significant differences between treatment groups for the same 

culture period (P<0.05). Different capital letters denote significant differences between culture 

periods within each treatment group (P<0.05).  

 

Preantral follicle activation during in vitro culture of cortical fragments 
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The percentages of normal primordial and developing follicles in fresh tissues or in 

tissues cultured for 1 or 7 days in the different culture conditions are shown in Figure 3. Fresh 

ovarian tissues predominantly contained primordial follicles (54.4%) and developing follicles 

(45.6%). After 1 or 7 days of culture, in all culture conditions, the percentage of primordial 

follicles (Fig. 3A, P<0.05) was significantly reduced, concomitant with a significant increase in 

the percentage of developing follicles (Fig. 3B, P<0.05), as compared to the fresh control. The 

addition of NGF to the tissues had no effect on the percentage of developing follicles when 

compared to tissues cultured in α-MEM+ alone (P>0.05). With the progression of the culture 

period from 1 to 7 days, we observed a significant increase (P<0.05) in the percentage of 

developing follicles in all culture conditions except when follicles were cultured with 10 and 

100 ng/mL NGF. The mean distribution of developing follicles after 7 days of culture was 

33.7%, 36.0% and 9.9% for intermediate, primary and secondary follicles, respectively. 
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Fig. 3. Percentage (mean ± S.D.) of (A) primordial and (B) developing follicles (intermediate, 

primary and secondary) in non-cultured (fresh control) and tissues cultured for 1 or 7 days in 

the absence or presence of NGF. *P<0.05 compared with fresh control (Day 0). Different 

lowercase letters denote significant differences between treatment groups for the same culture 

period (P<0.05). Different capital letters denote significant differences between culture periods 

within each treatment group (P<0.05).  

 

Evaluation of oocyte and follicular cell diameters in fresh and cultured tissues 

 

Follicle and oocyte diameters were measured and are shown in Table 1. Compared with 

fresh cortical fragments (non-cultured), a significant increase (P<0.05) in the diameter of 

unilaminar follicles (i.e., primordial, intermediate and primary follicles) was observed when 
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tissues were cultured for 1 day in all media tested (P<0.05), except when tissues were cultured 

with 10 and 200 ng/mL NGF (P>0.05). At these concentrations of NGF (10 and 200 ng/mL), 

there was a significant reduction in follicular diameter as compared to follicles cultured in α-

MEM+ alone (P<0.05). In addition, from days 1 to 7 of culture, follicular diameter was 

maintained only in follicles cultured with 1 and 10 ng/mL NGF while follicles cultured at the 

other NGF concentrations exhibited a significant reduction in this parameter (P<0.05). When 

we compared between the different NGF concentrations after 7 days, follicular diameter was 

higher when follicles were cultured with 1 ng/mL NGF (P<0.05) than when cultured at the 

other concentrations (50, 100 and 200 ng/mL); however, there was no difference between 

follicles cultured with 1 or 10 ng/mL NGF (P>0.05). 

With respect to oocyte diameter, there was no difference between follicles cultured with 

the different concentrations of NGF when compared to fresh control after 1 day of culture 

(P>0.05) indicating that there is no positive effect of NGF on oocyte growth. However, after 7 

days of culture, in all culture conditions, there was a significant reduction in oocyte diameter 

(P<0.05) when compared to day 1 of culture. In addition, when compared to oocytes from the 

fresh control, oocytes cultured for 7 days with 50 and 200 ng/mL NGF exhibited a reduction in 

oocyte diameter.  

 

Table 1. Caprine oocyte and follicle diameters (mean  S.D.) in non-cultured tissues (fresh 

control) and in tissues cultured for 1 or 7days in the absence or presence of NGF. 

 Follicule diameter (µm) Oocyte diameter (µm) 

Control 69.88 ± 12.95 52.12 ± 9.64 

Treatments Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 

α-MEM+ 81.97 ± 12.37 *A 70.30 ± 12.33 B 54.79 ± 9.25 A 48.28 ± 12.43 B 

NGF 1 80.00 ± 11.27 *aA 75.16 ± 11.09 aA 56.35 ± 9.24 aA 50.98 ± 8.91Ab 

NGF 10 75.16 ± 9.98 †aA 71.22 ± 12.52 abA 50.60 ± 6.13 aA 46.43 ± 11.14 abB 

NGF 50 77.79 ± 9.01 *aA 66.20 ± 11.17 bcB 53.30 ± 8.30 aA 43.10 ± 10.42 *bB 

NGF 100 79.18 ± 11.17*aA 67.05 ± 11.02 bcB 54.43 ± 9.07 aA 46.19 ± 10.42 abB 

NGF 200 75.32 ± 11.06 †aA 62.96 ± 13.99 †cB 53.30 ± 8.62 aA 43.03 ± 12.15 *bB 

 

*P<0.05 when compared with fresh control (Day 0). †P<0.05 when compared with α-MEM+. a, 

b, c Different letters in the same column denote significant differences between treatments in 
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the same time period (P<0.05). A, B Different letters in the same row denote significant 

differences between culture periods with the same treatment (P<0.05).  

 

Ultrastructural features of cultured follicles  

 

In order to better evaluate follicular integrity, ultrastructural analysis was performed in 

tissues from fresh control, tissues cultured for 7 days in α-MEM+ (cultured control) and tissues 

cultured with 1, 10 and 50 ng/mL of NGF which showed satisfactory results with respect to 

follicular health, growth and activation upon histological evaluation. The ultrastructural features 

of the follicles from the fresh control or from tissues cultured for 7 days with 1 ng/mL NGF 

were similar and exhibited intact oocyte and nuclear membranes as well as large oocyte nuclei 

(Fig. 4A and 4B, respectively). In addition, the follicles exhibited uniformly distributed 

organelles in the ooplasm, especially mitochondria and endoplasmic reticulum. In addition, 

granulosa cells were ultrastructurally normal, showing elongated and large nuclei with irregular 

membranes and a high proportion nuclei-to-cytoplasm. Nevertheless, follicles cultured with α-

MEM+ (cultured control) or 10 and 50 ng/mL NGF showed signs of degeneration, such as high 

levels of cytoplasmic vacuolization, absence of basement membrane integrity and 

disorganization of granulosa cells (Figure 4C, 4D and 4E, respectively). There were few 

variations in follicular ultrastructure in these different conditions. When the oocyte nucleus was 

evident, the nuclear membrane was damaged in some places, and the chromatin showed typical 

features of apoptosis. In most of the electron micrographs where the nucleus was not present, it 

is possible to see a different pattern of granulation in the cytoplasm, as well as discreet 

fragments of nuclear membrane, suggesting that the nucleus was destroyed.  
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Fig. 4. Electron micrographs of follicles before and after 7 days of culture. (A) normal preantral 

follicles from non-cultured ovarian tissues (control; original magnification 3000×); (B) normal 

preantral follicles after culture in α-MEM+ supplemented with 1 ng/mL NGF (original 

magnification 4000×); (C) degenerated follicles after 7 days of culture in α-MEM+ alone 

(original magnification 4000×) or supplemented with (D) 10 ng/mL NGF (original 

magnification 4000×) or (E) 50 ng/mL NGF (original magnification 8000×) showing 

characteristic high levels of cytoplasmic vacuolization, lack of basal membrane integrity and 

disorganization of granulosa cells. O: oocyte; Nu: oocyte nucleus; GC: granulosa cell; V: 

vacuoles; er: endoplasmic reticulum; m: mitochondria.  

 

Assessment of follicle viability after culture 

 

In the present study, 120 caprine preantral follicles were analyzed after 7 days of culture 

with α-MEM+ alone (cultured control) or α-MEM+ supplemented with 1, 10 or 50 ng/mL NGF. 

A quantitative analysis of cell viability showed that viable follicles with viable oocyte and 

granulosa cells from fresh control tissues (96,7%) and tissues cultured with 1 ng/mL NGF 
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(80,0%) stained green with calcein-AM (Fig. 5). In addition, degenerated follicles stained red 

with ethidium homodimer-1 after culture with α-MEM+ and 10 and 50 ng/mL NGF (Fig. 6). 

 

 
Fig. 5. Assessment of the viability of caprine preantral follicles using fluorescent probes. 

Isolated control (A, B) and treated preantral follicles cultured for 7 days in medium 

supplemented with 1 ng/mL NGF (C, D) classified as viable since cells were labeled with 

calcein-AM (green fluorescence).  
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Fig. 6. Assessment of the viability of caprine preantral follicles using fluorescent probes. 

Follicles cultured in α-MEM+ alone (arrows) (A, B) or with 10 (C, D) or 50 ng/mL (E, F) NGF. 

Cells were considered non-viable since they were labeled with ethidium homodimer-1 (red 

fluorescence).  
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Discussion 

 

Much is known about the endocrine hormonal mechanisms that control ovarian 

development. However, more recently, attention has focused on identifying the regulatory 

pathways that operate within the ovarian microenvironment and contribute to ovarian 

reproductive competence. Within this framework, the hypothesis has developed that, in addition 

to their requirement for nervous system development, neurotrophins and their tyrosine kinase 

receptors (Trk) can also control ovarian maturation [DISSEN et al., 2002]. The ovaries of 

several species, including rodents, sheep, cows, non-human primates, and humans, produce 

neurotrophins and express both the high-affinity receptors and the common p75 receptor 

required for signaling [MATTIOLI et al., 1999; ANESETTI et al., 2001; SPEARS et al., 2003]. 

Here, we show for the first time that the neurotrophin NGF has a role in the in vitro culture of 

caprine preantral follicles. NGF was used at 10, 50 and 100 ng/mL because these concentrations 

have been previously tested in other species [bovine: DISSEN et al., 2000a; rodent: ROMERO 

et al., 2002; human: SALAS et al., 2006]. In addition to these concentrations, lower and higher 

concentrations (1 and 200 ng/mL) of NGF were also evaluated. 

In our study, culture of ovarian tissues at the lowest concentration of NGF (1 ng/mL) 

resulted in a greater percentage of histologically normal follicles than did culture of the tissues 

in α-MEM+ alone or at other concentrations of NGF after 1 day of culture. Nevertheless, after 7 

days, we observed an elevated rate of follicular survival in tissue fragments cultured in α-

MEM+ alone or with the addition of 1, 10 and 50 ng/mL NGF by classical histology. However, 

using more accurate methods for the evaluation of follicular viability, such as TEM and 

fluorescence microscopy, the results of follicular survival observed with classical histology 

were confirmed only in tissues cultured with 1 ng/mL NGF. Using TEM, we found that, only in 

the fresh control tissue and in tissues cultured for 7 days in the presence of 1 ng/mL NGF, 

important structures, such as mitochondria, endoplasmic reticulum and granulosa cells, as well 

as basement and nuclear membranes, were preserved. TEM is considered an important tool 

because it reveals more information about the quality of follicles and oocytes and can detect 

damage to cellular membranes and organelles [LUCCI et al., 2001]. Additionally to 

ultrastructural analysis, preantral follicles were further analyzed using a more accurate method 

based on fluorescent probes. The fluorescent probes calcein-AM and ethidium homodimer-1 

have been successfully used to assess the viability of bovine [SCHOTANUS et al., 1997], 

canine [LOPES et al., 2009] and caprine [ROSSETO et al., 2009] early-stage follicles. In the 
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present study, the results of this assay were similar to those obtained by ultrastructural analysis, 

suggesting that TEM is a reliable method for the assessment of viability of preantral follicles. 

NGF is extremely important for the survival, differentiation and function of sympathetic 

and sensorial neurons of the central and peripheral nervous systems [OJEDA et al., 2000]. 

However, similar functions have also been described in non-neural organs, such as in ovaries. 

In addition, previous studies have demonstrated that some growth factors, such as NGF, can 

inhibit apoptosis and therefore, contribute to the follicular survival [MARKSTRÖM et al., 

2002]. Nevertheless, high concentrations of NGF (100 and 200 ng/mL) reduce follicular 

survival after 7 days of culture. At these high concentrations, NGF may be toxic during the 

earlier stages of follicular development. Interestingly, an excess of NGF, rather than being 

beneficial, has been shown to initiate pathological changes in both endocrine and non-endocrine 

tissues [HOYLE et al., 1998]. Such changes can contribute to ovarian dysfunctions, such as the 

induction of follicular cysts [DISSEN et al., 2009b], and to a reduction in the number of normal 

antral follicles [DISSEN et al., 2000b].  

In the context of follicular atresia, the investigation of the localization and expression of 

trkA and p75 receptors in goat ovaries may be important for analyzing the deleterious effects 

exerted by high NGF concentrations on follicle development. It is known that the p75 receptor 

mediates proapoptotic pathways when expressed alone. Conversely, cell death due to apoptosis 

mediated by p75 does not take place if high affinity receptors (TrkA) are coexpressed 

[BOTCHKAREV et al. 2000]. Therefore, the pro or anti-apoptotic action of neurotrophins is 

highly dependent on the relative expression of both receptors within the target cell population 

[BARKER, 2004]. 

Expression of the receptor Trk was detected in oogonia, [SPEARS et al., 2003], oocytes 

[PAREDES et al., 2004] and GCs [PAREDES et al., 2004] of mice [SPEARS et al., 2003; 

PAREDES et al., 2004], rats [DISSEN et al., 1995] and human fetuses and adult ovarian 

follicles from primordial stages onwards as well as in the stroma cells [ANDERSON et al., 

2002]. Receptors p75 and TrkA were found in granulosa cells from primordial and primary 

follicles and in oocytes and granulosa cells within secondary and tertiary follicles in sows. In 

cows, p75 was present in the oocyte whilst TrkA was detected both in the oocyte and in 

granulosa cells [LEVANTI et al., 2005].  

With respect to follicular activation (i.e., the transition from primordial to developing 

follicles), even after 1 day of culture, there was a high level of activation in all culture 

conditions as compared to the fresh control. NGF is considered a mitogenic factor and an 

inducer of cell proliferation [CANTARELLA et al., 2002], taking part in the differentiation of 
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mesenchymal cells to create primary follicles in the mouse [DISSEN et al., 2001] and in the 

proliferation and differentiation of theca and granulosa cells to create secondary follicles in the 

rat [OJEDA et al., 1999]. However, in the present study, we did not observe a significant effect 

of this factor on follicular activation when compared to tissues cultured in α-MEM+. This can 

be due to the fact that α-MEM+ is a medium rich in nutrients (amino acids, carbohydrates and 

vitamins) and DNA precursors, all of which promote cell division [HARTSHORNE, 1997]. 

Our findings are in agreement with those obtained in earlier in vitro studies with bovine 

[BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997], caprine [SILVA et al., 2004], primate [FORTUNE et al., 

1998] and human [HOVATTA et al., 1997] follicles. These studies demonstrated that activation 

of primordial follicles can occur ‘spontaneously,’ i.e., without the addition of growth factors or 

hormones. Therefore, the in vitro conditions used in the current study have facilitated the 

development of follicles from slices of cultured ovarian tissues, possibly through the release of 

stimulatory factors or by preventing the production of inhibitory factors by oocytes or stromal, 

granulosa or pre-thecal cells within the cortical ovarian tissue [SILVA et al., 2006]. 

In general, in the current study, NGF alone was not adequate to promote follicle and 

oocyte growth. After 7 days of culture, at all culture conditions except at the lowest 

concentrations of NGF (1 and 10 ng/mL), there was a significant reduction in follicle and 

oocyte diameter when compared with day 1 of culture. These results differ from the results 

observed by Dissen et al. [2009a] which demonstrated that, in addition to promoting the growth 

of rat antral follicles, NGF also contributes to the development of follicles into gonadotropin-

responsive structures [DISSEN et al., 2001]. The reduction in follicle and oocyte diameter 

observed during culture can be attributed to the culture media employed, which may not be 

adequate enough to sustain the survival of larger preantral follicles. Consequently, as only 

morphologically normal follicles were considered for diameter evaluation, the reduction in the 

number of larger follicles at the end of the culture period leads to a decrease in the mean value 

for this parameter. In addition, Silva et al. [2002] demonstrated that smaller caprine preantral 

follicles are less sensitive to degeneration than are larger follicles. 

 Studies evaluating the ability of NGF to induce the proliferation of purified theca cells 

from bovine animals revealed that these cells express mRNA for NGF, TrkA and p75 in vivo. 

However, since theca cells were cultured in vitro, the levels of TrkA mRNA were drastically 

reduced, compromising the role of NGF in the process of cell proliferation [DISSEN et al., 

1996b]. Studies have shown that TrkA receptor-deficient mice [DISSEN et al., 2002] exhibit a 

reduced number of follicles and oocytes [SPEARS et al., 2003; PAREDES et al., 2004] as well 

as a decrease in follicular growth [OJEDA et al., 2000]. The divergence between our results in 
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goats and those in rodents [PAREDES et al., 2004], cows [ABIR et al., 2005], sheep 

[MATTIOLI et al., 1999] and humans [SALAS et al., 2006] may likely be explained by the 

differences between the species, differences in the culture conditions and differences in the 

follicular stages analyzed. 

We can conclude that, at 1 ng/mL, NGF plays an important role in early folliculogenesis 

in goats, acting as a survival factor and maintaining follicular viability after 7 days of in vitro 

culture. These results provide a basis for future studies aimed at growing caprine oocytes and 

follicles from the earliest (primordial) follicle stage up to the pre-ovulatory stage at which 

oocytes can be matured and fertilized in vitro. 
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Resumo 

 

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do fator de crescimento de fibroblasto-10 

(FGF-10) na sobrevivência, ativação (transição de folículos primordiais para primários), e 

crescimento de folículos pré-antrais caprinos cultivados in vitro. Fragmentos de córtex ovariano 

foram cultivados por 1 e 7 dias na ausência ou presença de FGF-10 (1, 10, 50, 100 e 200 

ng/mL). Os tecidos não cultivados e cultivados foram processados e analisados por histologia, 

microscopia eletrônica de transmissão e teste de viabilidade. Os resultados mostraram que após 

7 dias, um grande percentual (79,9%) de folículos morfologicamente normais (contendo um 

oócito com bordas regulares e citoplasma uniforme, e células da granulosa com camadas 

organizadas e sem núcleo picnótico) foi observado quando cultivado com 50 ng/mL de FGF-10 

quando comparado com outras concentrações de FGF-10 (0 ng/mL, 67,3%; 1 ng/mL, 68,2%; 10 

ng/mL, 63,3%; 100 ng/mL, 64,4%; 200 ng/mL, 52,7%). A análise ultraestrutural e o teste de 

viabilidade usando marcadores fluorescentes confirmaram a integridade folicular dos 

fragmentos tratados com FGF-10 (50 ng/mL) após 7 dias de cultivo. Após 7 dias, todas as 

concentrações de FGF-10 reduziram o percentual de folículos primodiais e aumentaram o 

percentual de folículos em desenvolvimento. Na presença de 50 ng/mL de FGF-10, os folículos 

aumentaram o diâmetro após 7 dias de cultivo quando comparado com outras concentrações 

testadas. Em conclusão, esse estudo demonstrou que o FGF-10 mantém a integridade 

morfológica de folículos pré-antrais caprinos e estimula o crescimento de folículos ativados no 

cultivo. As condições de cultivo identificadas aqui contribuem para o entendimento de fatores 

envolvidos no desenvolvimento folicular inicial em caprinos. 

 

Palavras-chave: Caprino, folículos iniciais, viabilidade, ovário, FGF-10. 
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Abstract 

 

The aim of the present study was to investigate the effects of fibroblast growth factor-10 

(FGF-10) on the survival, the activation (transition from primordial to primary follicles) and the 

growth of goat preantral follicles cultured in vitro. Pieces of ovarian cortex were cultured for 1 

and 7 d in the absence or presence of FGF-10 (0, 1, 10, 50, 100 and 200 ng/mL). Non-cultured 

and cultured tissues were processed and analyzed by histology, transmission electron 

microscopy and viability testing. Results showed that after 7 d, a higher percentage (79.9%) of 

morphologically normal follicles (containing an oocyte with regular shape and uniform 

cytoplasm, and organized layers of granulosa cells without a pyknotic nuclei) was observed 

when cultured with 50 ng/mL of FGF-10 than compared with other concentrations of FGF-10 

(0 ng/mL – 67.3%; 1 ng/mL – 68.2%; 10 ng/mL – 63.3%; 100 ng/mL – 64.4%; 200 ng/mL – 

52.7%). Ultrastructural analyses and viability testing using fluorescent markers confirmed the 

follicular integrity of FGF-10 (50 ng/mL) treated fragments after 7 d of culture. After 7 d, all 

FGF-10 concentrations reduced the percentage of primordial follicles and increased the 

percentage of developing follicles. In the presence of 50 ng/mL of FGF-10, follicles increased 

in diameter after 7 d of culture when compared with other concentrations tested. In conclusion, 

this study demonstrates that FGF-10 maintains the morphological integrity of goat preantral 

follicles and stimulates the growth of activated follicles in culture. The culture conditions here 

identified contribute to the understanding of the factors involved in goat early follicular 

development. 

 

Keywords: Goat, early follicles, viability, ovary, FGF-10. 

 

1. Introduction 

 

The fibroblast growth factor (FGF) family constitutes one of the most important groups 

of paracrine factors that act during cell development [1] and consists of at least 23 different 

members of signaling polypeptides [2]. Several studies demonstrated that this family plays an 

important role in maintaining homeostasis in many tissues and organs [3]. FGFs are involved in 

various cellular processes including chemotaxis, cell migration, differentiation, cell survival, 

apoptosis, embryonic development, angiogenesis, wound healing and oncogenesis [4, 5]. In 

addition, experimental studies have shown the critical involvement of the FGF family and its 

receptors in the regulation of reproductive processes, particularly in ovarian folliculogenesis [6, 
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7, 8]. Some FGFs are involved in regulation of preantral and antral follicular development, 

angiogenesis, survival and proliferation of granulosa cells [9, 10]. However, some FGFs inhibit 

steroidogenesis in both theca and granulosa cells in the bovine [7]. These biological activities 

are mediated through one of the four FGF receptors (FGFR 1-4), a complex family of 

transmembrane receptor tyrosine kinases [11].  

Among the members of the FGF family, fibroblast growth factor-10 (FGF-10), also 

known as keratinocyte growth factor-2 (KGF-2), is a 13.9-kDa heparin binding protein. FGF-10 

promotes epithelial cell motility, differentiation, migration and wound healing [12]. In mice, 

FGF-10 is essential for the normal development of lungs, limbs, teeth, skin, mammary buds, the 

stomach and the heart [13, 14, 15, 16, 17, 18]. Expression of FGF-10 was also found in the 

adult ovine uterus [19] and the bovine corpus luteum [20], and FGF-10 mRNA was detected in 

human normal ovarian theca, stroma and endometrial stromal cells [21]. In the bovine ovary, 

FGF-10 mRNA was detected in theca cells, oocytes of antral follicles and also in primordial, 

primary and secondary follicles [7]. Immunohistochemistry revealed the presence of FGF-10 

protein in the oocyte of bovine preantral and antral follicles and in theca and granulosa cell 

layers of antral follicles. Also, thecal expression of FGF-10 mRNA changes with follicle 

viability [7].  

Although FGF-10 expression was detected in all classes of preantral follicles, it is 

unknown if it plays a role in the mechanisms controlling preantral folliculogenesis. Therefore, 

the hypothesis tested was that FGF-10 may affect the in vitro survival and development of goat 

preantral follicles. Considering the ovarian FGF-10 expression pattern in ruminants and its role 

in cell differentiation in other organs, this study aimed to determine if FGF-10 affects the in 

vitro survival, activation (transition from primordial to primary follicles) and growth of early 

goat preantral follicles. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Source of ovaries 

 

Ovaries (n = 12) from six adult, non-pregnant, mixed-breed goats (Capra hircus) that 

were 1 to 3 yr of age were collected from a local slaughterhouse. All animals were cyclic and in 

good body condition. Immediately postmortem, the ovaries were washed in 70% ethanol for 10 

seconds and then washed again in MEM supplemented with 100 µg/mL penicillin and 100 

µg/mL streptomycin. The pairs of ovaries were transported to the laboratory in MEM at 4 °C 
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within 1 h postmortem [22]. Unless otherwise mentioned, the chemicals used in the present 

study were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). 

 

2.2 Experimental protocol 

 

In the laboratory, the ovaries were stripped of surrounding fat and fibrous tissue, and the 

ovarian cortex was recovered and divided into 13 pieces approximately 3 mm x 3 mm (1 mm 

thick) in size using a needle and scalpel under sterile conditions. For each animal, one slice of 

tissue was randomly selected and immediately fixed by immersion for 12 h in Carnoy, 

dehydrated in ethanol, and embedded in paraffin (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil). Sections of 7 

µm were stained with Periodic Acid Schiff – hematoxylin (PAS staining system; Sigma) for 

histological analysis (fresh control - Day 0), while a smaller fragment (1 mm3) was cut from the 

previous one and subsequent fixed for ultrastructural examination. The remaining slices of 

ovarian cortex were cultured individually in 1 mL of culture medium in 24-well culture dishes 

at 39 °C in an atmosphere of 5% CO2 in air. The basic control medium, referred to as α-MEM+, 

consisted of α-MEM (pH 7.2–7.4) supplemented with insulin-transferrin-selenium (ITS: 10 

g/mL insulin, 5.5 g/mL transferrin, 5.0 ng/mL sodium selenite), 0.23 mM pyruvate, 2 mM 

glutamine, 2 mM hypoxanthine and 1.25 mg/mL BSA. The medium was supplemented with 

recombinant human FGF-10 (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ) at different concentrations (0, 1, 

10, 50, 100 or 200 ng/mL). Ovarian slices from each animal were cultured for 1 or 7 d in media 

supplemented with different concentrations of FGF-10 and each treatment was repeated six 

times, thus using the ovaries of six different animals. The culture media was stabilized at 39 °C 

for 4 h prior to use and was replenished every second day. The concentrations of FGF-10 used 

in this experiment were based on data previously published in several species (human: [23], 

bovine: [7], goat: [24] and murine: [25]). 

 

2.3 Morphological analysis and assessment of in vitro follicular growth 

 

Fresh control and cultured tissues were fixed in Carnoy for 12 h and then dehydrated in 

increasing concentrations of ethanol. After paraffin embedding (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), 

the wax blocks containing the goat tissues were completely and serially sectioned at a thickness 

of 7 µm, and every 5th section was mounted on individual glass slides and stained with Periodic 

Acid Schiff – hematoxylin (PAS staining system; Sigma). The stage of follicular development 

(e.g., primordial, intermediate, primary and secondary follicles) of serially sectioned ovarian 
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tissues and survival were assessed microscopically. Coded anonymized slides were examined 

using a Nikon microscope (Japan) under 400× magnification. Care was taken to count each 

follicle only once as performed in our earlier studies [26]. Each follicle was examined in every 

section and matched with the same follicle on adjacent serial sections in order to avoid double 

counting, which ensures that each follicle was only counted once regardless of its size. 

The developmental stages of preantral follicles have been previously defined [27] as 

primordial (one layer of flattened granulosa cells around the oocyte) or developing follicles. 

Developing follicles can be subdivided into intermediate (both flattened and cuboidal granulosa 

cells around the oocyte), primary (a single layer of cuboidal granulosa cells around the oocyte) 

and secondary (two or more layers of cuboidal granulosa cells around the oocyte and no sign of 

antrum formation) categories. In the current study, follicles were individually classified as 

morphologically normal when an intact oocyte was present, the follicle was surrounded by 

granulosa cells that were well organized into one or more layers and had no pyknotic nucleus. 

Atretic (degenerated) follicles were defined as having a retracted oocyte possibly displaying a 

pyknotic nucleus, and/or disorganized granulosa cells. Overall, 180 preantral follicles were 

evaluated for each treatment (30 follicles per animal × six repetitions), and the percentages of 

healthy primordial and developing follicles were calculated on day 0 (fresh control) and after 

culture in each treatment.  

To evaluate follicular activation (transition from primordial to primary follicles, when 

surrounding squamous pré-granulosa cells become cuboidal and begin to proliferate) and 

growth, only morphologically normal follicles with a visible oocyte nucleus (equatorial section) 

were recorded, and the proportion of primordial and growing follicles were calculated at day 0 

(fresh control) and after 1 or 7 d of culture with treatment. In addition, from the basement 

membrane, major and minor axes of each oocyte and follicle were measured using a light 

microscope fitted with an eyepiece micrometer (Zeiss, Cologne, Germany) under 400× 

magnification. The average of these two measurements was used to determine the diameters of 

both the oocyte and the follicle.  

 

2.4 Ultrastructural analysis of goat preantral follicles 

 

For more in-depth evaluation of follicular morphology after histological analysis, 

ultrastructural studies were performed on fragments of fresh control and treatment groups that 

maintained follicular morphology and promoted the growth. Briefly, 1 mm3 pieces of goat 

ovarian tissues were fixed in 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium 
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cacodylate buffer (pH 7.2) for 4 h at room temperature (RT, approximately 25 °C). After 

fixation, fragments were post-fixed in 1% osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 

mM calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylate buffer for 1 h. Subsequently, the samples 

were dehydrated through an acetone gradient, and the tissues were embedded in Spurr's resin. 

For light microscopy studies, 3-µm thick sections were cut on an ultramicrotome (Reichert 

Supernova, Heidelberg, Germany) and stained with toluidine blue. Ultra-thin sections of 60 to 

70 nm thickness were contrasted with uranyl acetate and lead citrate and examined under a Jeol 

1011 (Jeol, Tokyo, Japan) transmission electron microscope (TEM). The density and integrity 

of ooplasmic and granulosa cell organelles as well as vacuolization and basement membrane 

integrity were evaluated. For ultrastructural analysis, three to five follicles were examined per 

group. 

 

2.5 Assessment of preantral follicle viability by fluorescence microscopy 

 

Based on the results of the morphological and ultrastructural analyses, the viability of 

follicles cultured with the concentration of FGF-10 that maintained follicular morphology and 

ultrastructural integrity was further analyzed using fluorescent probes.  

Additional pairs of goat ovaries (n = 2) were collected from a slaughterhouse, and then 

cut into fragments at the laboratory. One of these fragments was immediately processed for 

follicle isolation (fresh control) and the remaining fragments were cultured for 7 d with FGF-10 

(50 ng/mL) as described above. After the culture period, fragments were processed for 

mechanical isolation using the method described by Lucci et al. [28]. Briefly, using a tissue 

chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co., Gomshal, Surrey, UK) adjusted for a 

sectioning interval of 75 µm, samples were cut into small pieces. Next, the fragments were 

placed in MEM, resuspended 40 times using a large Pasteur pipette (approximate diameter of 

1600 µm) and resuspended again 40 times with a smaller Pasteur pipette (approximate of 

diameter 600 µm) in order to dissociate preantral follicles from the stroma. The material 

obtained was passed through 100 µm nylon mesh filters, resulting in a suspension containing 

preantral follicles less than 100 µm in diameter. This procedure was carried out at RT within a 

10 min time frame. 

 Isolated preantral follicles were analyzed using a two-color fluorescence cell viability 

assay based on the simultaneous detection of live and dead cells with calcein-AM and ethidium 

homodimer-1, respectively. The first probe detects intracellular esterase activity in viable cells, 

whereas the latter labels nucleic acids in non-viable cells with plasma membrane disruption. 
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The test was performed by adding 4 µM calcein-AM and 2 µM ethidium homodimer-1 

(Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) to a suspension of isolated follicles and 

incubating at 37 °C for 15 min. After being labeled, follicles were washed once by 

centrifugation at 100 x g for 5 min and resuspended in MEM. Follicles were then mounted on 

glass microscope slides in 5 µl of anti-fading medium (DABCO, Sigma, Deisenhofen, 

Germany), to prevent photobleaching, and examined using a DMLB fluorescence microscope 

(Nikon, Eclipse 80i, Tokyo, Japan). The emitted fluorescence signals of calcein-AM and 

ethidium homodimer-1 were collected at 488 and 568 nm, respectively. Oocytes and granulosa 

cells were considered viable if their cytoplasm stained positively with calcein-AM (green) and 

their chromatin was not labeled with ethidium homodimer-1 (red).  

 

2.6 Statistical analysis 

 

The mean number of surviving follicles at all stages (primordial and developing), 

obtained after 1 or 7 d in the various culture conditions, were initially submitted to 

Kolmogorov–Smirnov and Bartlett’s tests to confirm normal distribution and homogeneity of 

variance, respectively. Analysis of variance was then performed using the GLM procedure of 

SAS (1999), and Dunnett’s test was applied in order to compare FGF-10 treated groups against 

0 ng/mL of FGF-10 group. Student’s-Neuman-Keuls test was used for comparisons amongst 

FGF-10 concentrations and numbers of surviving follicles between 1 and 7 d of culture [29]. 

Data of follicular viability assessed through fluorescence microscopy were analyzed as 

dispersion of frequencies using the chi square test. Differences were considered to be 

significant when P<0.05, and results were expressed as the mean ± standard error of means 

(SEM). 

 

3. Results 

 

3.1 Effects of FGF-10 on follicular survival 

 

In the present study, 180 follicles were analyzed by classical histology in each 

treatment, totaling 2,340 preantral follicles (1,104 primordial, 825 intermediate, 384 primary 

and 27 secondary). Figure 1A-E shows morphologically normal follicles after 0 (control), 1 and 

7 d culture with FGF-10 at 0 ng/mL and 50 ng/mL; Figure 1F shows a degenerated follicle after 
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7-day culture with FGF-10 at 100 ng/mL. In degenerated follicles, we observed retracted 

oocytes, pyknotic nuclei, and disorganized granulosa cells. 

 

 

 
Figure 1. Representative image of goat ovarian fragments on day 0 (control - A) and after 1 or 

7-day culture in the presence of 0 ng/mL (B-C) and 50 ng/mL (D-E) of FGF-10 or after 7-day 

culture with 100 ng/mL (F) of FGF-10. Degenerated preantral follicles often displayed oocyte 

retraction (F, arrow) and disorganization of granulosa cell layers. Scale bars represent 50 µm 

(E) and 20 µm (A-D; F). O: oocyte; Nu: oocyte nucleus; GC: granulosa cells (x400), PAS-

Hematoxilin. 

 

The percentage of morphologically normal follicles in the fresh control (non-cultured 

tissue) and after 1 or 7 d of culture, in the absence or presence of FGF-10, are shown in Figure 

2. In all treatments, after 1 or 7-day culture, a reduction (P<0.05) in the percentage of 

morphologically normal follicles occurred compared to the fresh control, except in the 

treatment with FGF-10 at 50 ng/mL after 1 d of culture (P>0.05). In addition, a significantly 

higher percentage of morphologically normal follicles was observed in tissues cultured with 50 

ng/mL of FGF-10 than with 100 and 200 ng/mL (P<0.05). Moreover, treatment with 200 

ng/mL of FGF-10 caused a significant reduction in the percentage of morphologically normal 

follicles when compared to 0 ng/mL of FGF-10 dose or the other concentrations of FGF-10 

(P<0.05). After 7 d, a higher percentage (P <0.05) of normal follicles in tissues cultured with 
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50 ng/mL of FGF-10 was observed compared to all other treatments with FGF-10. Similar to 

the results after 1 d of culture, the highest concentration of FGF-10 (200 ng/mL) caused the 

lowest percentage of morphologically normal preantral follicles (P<0.05) compared with 0 

ng/mL of FGF-10 dose and all other concentrations of FGF-10. With the progression of the 

culture period from 1 to 7 d, a decrease (P<0.05) in the percentage of morphologically normal 

follicles in all treatments was observed (P<0.05). 

 
Figure 2. Percentage (mean  SEM) of morphologically normal preantral follicles in the fresh 

control (non-cultured) and after 1 or 7 d culture with varying concentrations of FGF-10. * 

Differs significantly from the fresh control (P<0.05). a,b,c Differs significantly among 

concentrations within each day of culture (P<0.05). ∆ Differs significantly with the progression 

of the culture period from days 1 to 7 in the same treatment (P<0.05). 

 

3.2 Follicular activation during in vitro culture of cortical fragments 

 

The percentage of morphologically normal primordial and developing follicles 

(intermediate, primary and secondary) in fresh tissue or in tissues cultured for 1 or 7 d with 

different treatments is shown in Figure 3. Fresh ovarian tissues predominantly contain 

primordial follicles (74.5%) and a lower percentage of developing follicles (25.5%). After 7 d 

of culture, in all treatments, the percentage of primordial follicles (Figure 3A, P<0.05) was 
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reduced, concomitant with a significant increase in the percentage of developing follicles 

(Figure 3B, P<0.05) compared to the fresh control. Moreover, on day 1, the addition of FGF-10 

(200 ng/mL) to the culture medium significantly increased follicular transition from primordial 

compared to the fresh control, 0 ng/mL of FGF-10 dose and other groups cultured with FGF-10, 

except when used 100 ng/mL of FGF-10.  

With the progression of the culture period from 1 to 7 d, the percentage of developing 

follicles in all treatments increased (P<0.05) in contrast to non-cultured control tissues. The 

mean distribution of developing follicles after 7 d of culture in all cultures combined was 

64.0%, 33.5% and 2.5% for intermediate, primary and secondary follicles, respectively. 

 

 
Figure 3. Percentage (mean ± SEM) of (A) primordial and (B) developing follicles 

(intermediate, primary and secondary) in non-cultured (fresh control) and tissues cultured for 1 
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or 7 d in the presence of varying concentrations of FGF-10. * Differs significantly from the 

fresh control (P<0.05). a,b Differs significantly among concentrations within each day of culture 

(P<0.05). ∆ Differs significantly with the progression of the culture period from days 1 to 7 in 

the same treatment (P<0.05). 

 

3.3 Evaluation of oocyte and follicle diameter in fresh and cultured tissue 

 

  Table 1 shows the follicle and oocyte diameters before and after in vitro culture. After 

comparing fragments cultured for 1 d with non-cultured fragments, no significant differences 

were observed regarding to follicle diameter. However, after 7 d, follicular diameter was 

significantly higher in ovarian tissues cultured with 50 ng/mL of FGF-10 (P<0.05) than those 

cultured with the same concentration at day 1 and the other treatments after 7 d. In addition, no 

significant influence of FGF-10 on oocyte diameter was observed after 1 and 7 d of culture 

(P>0.05). 

 

Table 1. Goat oocyte and follicle diameters (mean ± SEM) in non-cultured tissues (fresh 

control) and in tissues cultured for 1 or 7 d in the absence or presence of various concentrations 

of FGF-10. The doses of FGF-10 were in ng/mL. 

 Follicule diameter (µm) Oocyte diameter (µm) 

Non-cultured  69.22 ± 1.56 49.59 ± 1.41 

Cultured Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 

FGF-10 (0) 70.92 ± 2.00  72.27 ± 2.17 b 52.68 ± 1.79  50.68 ± 1.85  

FGF-10 (1) 72.15 ± 2.00  73.39 ± 1.32 b 51.29 ± 1.58  54.69 ± 1.40  

FGF-10 (10) 71.84 ± 1.65  69.83 ± 2.11 b 51.91 ± 1.18  49.44 ± 2.44  

FGF-10 (50) 74.16 ± 2.16 ∆ 80.50 ± 2.20 *a 52.22 ± 1.31  55.00 ± 2.04  

FGF-10 (100) 69.83 ± 2.29  69.99 ± 2.05 b  48.20 ± 1.43  49.90 ± 1.92  

FGF-10 (200) 71.69 ± 1.53  68.29 ± 1.69 b  49.13 ± 1.55  49.29 ± 1.68  

* Differs from the fresh (non-cultured) control (P<0.05). a,b Differs among concentrations 

within a column (P<0.05). ∆ Differs with the progression of the culture period from days 1 to 7 

in the same treatment within a row (P<0.05). 
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3.4 Ultrastructural features of cultured follicles  

 

Ultrastructural features of follicles evaluated in the fresh control (Figure 4A) and in the 

50 ng/mL of FGF-10 (Figure 4B) treated group were similar. These follicles exhibited sparse 

vesicles spread throughout the ooplasm and had an intact oocyte, nuclear and basement 

membranes, as well as a large oocyte nucleus with decondensed chromatin and a visible 

nucleolus. In addition, the organelles were uniformly distributed in the homogeneous ooplasm 

such as rounded mitochondrias with peripheral cristae and continuous mitochondrial 

membranes and both smooth and rough endoplasmic reticulum. Granulosa cells were 

ultrastructurally normal and well organized around the oocyte, showing an elongated and large 

nucleus with irregular membrane and a high nucleus-cytoplasm ratio.  

 

 
Figure 4. Electron micrographs of follicles before and after 7 d of culture. (A) Morphologically 

normal preantral follicle from non-cultured ovarian fragments (control; original magnification 

3000×); (B) Morphologically normal preantral follicles after culture with 50 ng/mL FGF-10 

(original magnification 3000×). O: oocyte; nu: nucleolus; GC: granulosa cell; ne: nuclear 

envelope; m: mitochondria; bm: basement membrane. Scale bars = 10 µm. 

 

3.5 Assessment of follicle viability after culture 

 

Preantral follicles (n = 30) were analyzed after 7 d of culture in α-MEM+ supplemented 

with 50 ng/mL FGF-10. After this quantitative analysis, all follicles (100%; P>0.05) remained 

viable and were stained green by calcein-AM assays (Figure 5), confirming that this treatment 
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was able to maintain follicular viability. In addition, the percentage of viable follicles was 

similar to that seen in the fresh control group (P>0.05). 

 

 
Figure 5. Viability assessment of goat preantral follicles using fluorescent probes. (A) An 

isolated preantral follicle after culture with 50 ng/mL FGF-10 that was classified as viable, (B) 

because cells were labeled by calcein-AM (green fluorescence). Scale bars = 50 µm. 

 

4. Discussion 

 

The present study reports the influence of FGF-10 on the development of goat preantral 

follicles in vitro, demonstrating its importance in the maintenance of viability and further 

follicular growth. Maintenance of follicular viability is the prerequisite for culture of preantral 

follicles. The current study shows that addition of 50 ng/mL of FGF-10 was effective in 

maintaining a high percentage of morphologically follicles in cortical tissue cultured for 7 d. 

Thus, this FGF-10 concentration acts as a survival factor and/or atresia inhibitor, which 

progressively occurs with time in culture. This result is in agreement with results of Goldfarb 

[30] who demonstrated that FGF family members have a critical role in cell survival. Moreover, 

Kwabi-Addo et al. [31] demonstrated that FGFs can inhibit cell death in several tissues by 

preventing DNA injury induced by oxygen reactive species, which reduces the formation of 

H2O2 [32]. Alternatively, in our study, extreme FGF-10 concentrations (i.e., 0, 1, 10, 100 or 200 

ng/mL) caused a decrease in follicular viability after 7 d of culture. We infer that small 

concentrations of FGF-10 may be not sufficient to promote the maintenance of goat follicular 

survival. Nevertheless, high concentrations of FGF-10 may have a detrimental effect on 

follicular health, probably increasing follicular apoptosis via the activation of mitogen-activated 
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protein kinases (MAPK) pathway [23], which is involved in both cell survival and apoptosis 

with the specific cell response depending on the cellular context [33]. 

This study demonstrates a decrease in the number of primordial follicles and 

concomitant increase in the number of developing follicles in all treatments compared to the 

fresh control during in vitro culture of goat ovarian cortical tissue for 7 d in a defined medium. 

FGF-10 did not have an additional beneficial effect, except on day 1 of culture, in which the 

concentration of 200 ng/mL of FGF-10 promoted a higher percentage of developing follicles 

than 0 ng/mL of FGF-10 dose. Some studies using several growth factors and hormones were 

performed with goat species, showing similar results of follicular activation [24, 34, 35, 23, 36, 

37]. Moreover, other study has shown that 10 ng/mL of FGF-2, another member of the FGF 

family, did not influence bovine primordial follicle activation [38]. According to other authors 

[39, 40], the transition from primordial to developing follicles during in vitro culture occurs 

spontaneously, i.e., without the addition of growth factors or hormones. The in vitro culture 

conditions may support the development of follicles enclosed in ovarian fragments, possibly 

through the release of stimulatory factors in the oocyte, granulosa, theca and stromal cells [36]. 

Another hypothesis is that in vitro culture appears to induce activation of primordial follicles 

because the media are richer in nutrients and/or oxygen than the ovarian cortex in vivo because 

the cortical region of the ovary is less vascularized than the medullary region [40].  

An increase in follicular diameter was observed only after culture ovarian tissue for 7 d 

with 50 ng/mL of FGF-10 compared to the fresh control and other FGF-10 concentrations. 

However, FGF-10 did not have any influence on oocyte diameter. The FGF family is emerging 

as a group of factors that are potentially important for follicle growth [6]. Others have shown 

that FGF-10 is a mitogenic factor for epithelial cells [41, 42, 31] and has a high affinity for the 

FGFR-2b receptor [42]. Granulosa cells express the FGFR-2b receptor [10], and FGF-10 

derived from the oocyte and theca cells most likely acts as a paracrine signal among oocyte, 

theca and granulosa cells. Most likely, 50 ng/mL of FGF-10 was a high enough concentration to 

stimulate the growth of numerous early unilaminar follicles, i.e., primordial and intermediate, 

but was not enough to promote further primary follicle growth. Moreover, in the present study, 

probably it is not possible to visualize any significant increase in oocyte growth because 

primordial and intermediate follicles had similar diameters [43]. 

Our results on follicular survival after classical histology were confirmed by 

ultrastructural analysis. Using TEM, it was observed that important cellular structures such as 

mitochondria, the endoplasmic reticulum, granulosa cells, and the basement and nuclear 

membranes were preserved after 7 d of culture in the presence of 50 ng/mL of FGF-10. 
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Therefore, this technique is an important tool to detect early morphological changes after 

follicular culture in vitro. In addition, according to Lopes et al. [44], follicular atresia changes 

occur first at the ultrastructural level before being able to be identified by light microscopy. 

In addition to ultrastructural analysis, preantral follicles cultured for 7 d with 50 ng/mL 

of FGF-10 were further analyzed using a more accurate method based on fluorescent probes, 

which confirmed the previous results obtained with light and electron microscopy regarding to 

follicular survival. Thus, viability assessment appears be a reliable, practical and fast method to 

analyze follicular viability. Recently, this method has also been used successfully to evaluate 

preantral follicle viability in goats [45, 46]. 

In conclusion, this study demonstrates that FGF-10 acts in a concentration (50 ng/mL)-

dependent manner to maintain the morphological integrity of goat preantral follicles, and 

stimulate the growth of activated goat preantral follicles in culture. These results provide a basis 

for future studies of the appropriated culture conditions required to support complete preantral 

follicle growth and subsequent oocyte maturation in vitro. 
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Resumo 

 

Esse estudo investigou o efeito da adição de diferentes concentrações de insulina ao meio de 

cultivo para o desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos. Os fragmentos 

ovarianos foram imediatamente fixados ou cultivados por 7 dias em MEM com insulina (0, 5, 

10 ng/mL e 5 ou 10 µg/mL). Os resultados mostraram que, após 7 dias de cultivo, insulina a 10 

ng/mL foi a melhor concentração para preservar a viabilidade e ultraestrutura folicular, 

resultando em altas taxas de folículos normais. Após 7 dias, somente o tratamento com 10 

ng/mL e 5 µg/mL de insulina aumentou a ativação folicular quando comparada a outras 

concentrações. Com relação ao crescimento folicular e oocitário, a presença de 10 ng/mL de 

insulina promoveu um maior diâmetro que os outros tratamentos. Em conclusão, esse estudo 

mostrou que a adição de 10 ng/mL de insulina ao meio de cultivo melhorou a sobrevivência e 

estimulou o crescimento de folículos pré-antrais caprinos. 

 

Palavras-chave: Insulina, folículo pré-antral, cabra, viabilidade, ovário. 
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Abstract 

 

This study investigated the effect of adding different insulin concentrations to the culture 

medium for goat preantral follicle development in vitro. The ovarian fragments were 

immediately fixed or cultured for 7 d in MEM with insulin (0, 5, 10 ng/mL and 5 or 10 µg/mL). 

The results showed that, after 7 d of culture, insulin at 10 ng/mL was the best concentration to 

preserve follicular viability and ultrastructure, resulting in the highest rates of normal follicles. 

After 7 d, only treatments with 10 ng/mL and 5 µg/mL of insulin increased follicular activation 

when compared to other concentrations. Regarding follicular and oocyte growth, the presence 

of 10 ng/mL of insulin promoted a larger diameter than other treatments. In conclusion, this 

study shows that addition of 10 ng/mL of insulin to the culture medium improved the survival 

and stimulated growth of goat preantral follicles. 

Keywords: Insulin, preantral follicle, goat, viability, ovary. 

 

Introduction 

 

Insulin is a protein secreted by pancreatic β-cells, and it plays a central role in body 

metabolism and acts in the regulation of ovarian function (Selvaraju et al. 2003). Many studies 

have identified the ovary as a target organ because its receptors are widely distributed in all of 

the ovarian compartments, including granulosa, theca, stroma and oocyte (Phy et al. 2004) and 

due to its effects on follicle cells, from early developmental stages to oocyte maturation (Young 

and McNeilly 2010). In goats, a supra-physiological concentration of insulin has routinely been 

added to basic culture medium through the use of a commercial product called ITS (10 µg/mL 

insulin, 5.5 µg/mL transferrin and 5 ng/mL sodium selenite). This procedure has produced 

positive results in the survival and development of preantral follicles but only when other 

hormones and growth factors are employed (Matos et al. 2007; Saraiva et al. 2008; Celestino et 

al. 2009; Martins et al. 2010). Nevertheless, if used alone in culture medium, 10 µg/mL of 

insulin (ITS) is not able to maintain the follicle ultrastructure after in vitro culture for 7 d 

(Chaves et al. 2010; Faustino et al. 2011). In this context, the question arises whether the use of 

lower insulin concentrations could maintain the follicle ultrastructure and promote the survival 

and development goat preantral follicles. Therefore, the aim of this study was to evaluate the 

effects of adding different concentrations of insulin to the culture medium on the survival and 

growth of goat preantral follicles after in vitro culture. 

 



275 
 

Material and Methods 

 

Ovaries from 7 adult, mixed-breed goats were collected from a local slaughterhouse. 

After slaughter, the ovaries were washed once in 70% alcohol and then twice in MEM with 

HEPES supplemented with antibiotics. Unless mentioned otherwise, all chemicals were used 

from Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). In the laboratory, the cortex from 

each pair of ovaries was then removed and cut into 13 fragments (9 mm3). The fragments were 

placed in MEM with HEPES and then one slice of tissue was immediately fixed for histological 

and ultrastructural analysis (fresh control: day 0). The remaining slices of ovarian cortex were 

cultured individually for 1 and 7 d in 1 mL of culture medium, in 24-well culture dishes at 39 

°C, in an atmosphere at 5% CO2 in air. The basic control medium consisted of α-MEM (Gibco, 

Invitrogen, Karlsruhe, Germany) supplemented with 1.25 mg/mL BSA, 5.5 g/mL transferrin, 

5.0 ng/mL sodium selenite, 2 mM glutamine and 2mM hypoxanthine. The ovarian slices were 

distributed into treatments: with α-MEM alone (0 ng/mL of insulin) or associated with 

recombinant human insulin at different concentrations (5 or 10 ng/mL and 5 or 10 µg/mL). 

Every two days, half of the culture medium was refreshed.  

Fresh control and cultured tissues were processed for histology and analyzed in regard 

to development parameters as described by Silva et al. (2004). Follicular viability was assessed 

by epifluorescence microscopy using a marker for live (calcein-AM) or dead (ethidium 

homodimer-1) cells as previously described by Silva et al. (2010). Ultrastructural analysis 

followed the parameters applied by Nottola et al. (2008) with moderate modifications.  

The mean number of the surviving follicles was submitted to Shapiro-Wilk and 

Bartlett’s tests. ANOVA and Dunnett’s test was applied to compare the insulin-treated groups 

to the group insulin-free. The SNK test was used for comparisons among the treatments with 

different insulin concentrations and between follicles found at 1 and 7 d of culture. Follicular 

viability was analyzed using the Chi-square test. The differences were considered to be 

significant when P <0.05. 

 

Results 

 

Fig. 1 shows the morphologically normal or degenerated follicles after in vitro culture. 

After 1 or 7 d of in vitro culture, a reduction (P<0.05) in the percentage of normal follicles 

occurred in all of the treatments when compared to the fresh control (Fig. 2). After 7 d, a higher 
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percentage of normal follicles in tissues cultured with 10 ng/mL of insulin was observed 

compared to all other treatments (P<0.05; Fig. 2).  

 

 

Fig. 1 Representative image of goat ovarian fragments on day 0 (fresh control, a) and after 1 or 

7 d culture in the presence of 0 ng/mL (b-c) and 10 ng/mL (d-e) of insulin or after 7 d culture 

with 5 µg/mL (f) of insulin. Degenerated preantral follicles often displayed pyknotic nuclei (f, 

arrow). Scale bars represent 50 µm. O, oocyte; Nu, oocyte nucleus; GC, granulosa cells. 400x 

magnication, PAS-hematoxylin 
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Fig. 2 Percentage (mean  SD) of morphologically normal preantral follicles in the fresh 

control (noncultured) and after in vitro culturing for 1 or 7 d with varying concentrations of 

insulin. * Differs significantly from the fresh control (P<0.05). a,b Differs significantly among 

concentrations within each day of culture (P<0.05)  

 

After 7 d of culture, the percentage of primordial follicles (Fig. 3a, P<0.05) was 

reduced, in all treatments, concomitant with a significant increase in the percentage of 

developing follicles (Fig. 3b, P<0.05), when compared to the fresh control. Moreover, on day 7, 

the addition of insulin (10 ng/mL and 5 µg/mL) to the culture medium significantly increased 

follicular activation compared to the other treatments.  
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Fig. 3 Percentage (mean ± SD) of (a) primordial and (b) developing follicles (intermediate, 

primary and secondary) in fresh control (noncultured) and tissues cultured for 1 or 7 d in the 

presence of varying concentrations of insulin. * Differs significantly from the fresh control 

(P<0.05). a,b,c Differs significantly among concentrations within each day of culture (P<0.05). ∆ 

Differs significantly with the progression of the culture period from days 1 to 7 in the same 

treatment (P<0.05) 

 

The follicle and oocyte diameters were evaluated and shown in Table 1. After 7 d of 

culture, a significant increase in follicular diameter was observed in all of the treatments 

compared to the fresh control, except in the treatment containing 10 µg/mL of insulin. In 
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general, the tissues cultured in the presence of 10 ng/mL of insulin showed significantly larger 

oocyte and follicle diameters than the other treatments in the same period (P<0.05).  

 

Table 1 Goat oocyte and follicle diameters (mean  SD) in fresh control (noncultured) and in 

tissues cultured for 1 or 7 d in the absence or presence of various concentrations of insulin. 

 

 Follicular diameter (µm) Oocyte diameter (µm) 

Noncultured 27.96 ± 3.80 21.05 ± 4.38 

Cultured Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 

Ins (0 ng/mL) 27.64 ± 4.15 29.69 ± 6.05*bc 19.61 ± 3.94 20.82 ± 3.59ab 

Ins (5 ng/mL) 28.95 ± 5.92 30.89 ± 4.21*b 20.49 ± 5.31 19.86 ± 3.06b 

Ins (10 ng/mL) 29.12 ± 5.22∆ 35.08 ± 3.92*a 18.90 ± 2.72∆ 23.04 ± 3.64a 

Ins (5 µg/mL) 28.03 ± 5.07∆ 32.21 ± 4.34*b 18.47 ± 2.77∆ 20.96 ± 3.00ab 

Ins (10 µg/mL) 28.27 ± 6.04 28.45 ± 3.18c 18.66 ± 4.45 20.07 ± 2.82b 

 * Differs significantly from the fresh control (P<0.05). a,b,c Differs significantly among 

concentrations within each day of culture (P<0.05). ∆ Differs significantly with the progression 

of the culture period from days 1 to 7 in the same treatment (P<0.05) 

 

The ultrastructural features of the follicles evaluated in the fresh control (Fig. 4a) and in 

the group treated with 10 ng/mL of insulin (Fig. 4b) were similar (P>0.05). These follicles 

exhibited an intact cytoplasmic membrane, normal and uniformly distributed organelles, 

especially mitochondria and endoplasmic reticulum, and intact oocyte nucleus. Only the 

cultured follicles exhibited sparse vesicles spread throughout the ooplasm (Fig. 4b).  
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Fig. 4 Electron micrographs of follicles before and after 7 d of culture. (a) Morphologically 

normal preantral follicle from noncultured ovarian fragments (fresh control; original 

magni cation 4000x); (b) Morphologically normal preantral follicles after culture with 10 fi

ng/mL insulin (original magni cation 6000x). O, oocyte; nu, nucleolus; N, nucleus; GC, fi

granulosa cell; ve, vesicle; ne, nuclear envelope; m, mitochondria; bm, basement membrane. 

Scale bars = 5 µm 

 

Viable follicles (Fig. 5a-a1) were positively stained with calcein-AM, while non-viable 

were stained with ethidium homodimer (Fig 5b-b1). After this quantitative analysis, all of the 

follicles (100%) remained viable in treatment with 10 ng/mL of insulin and were similar to the 

fresh control and stained green by calcein-AM assays (Fig. 5a-a1; P<0.05). 
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Fig. 5 Viability assessment of goat preantral follicles using uorescent probes. Isolated fl

preantral follicles after in vitro culture in medium contend 10 ng/mL of insulin in a bright field 

(a) and labeled with calcein-AM (a1) and follicle noncultured (fresh control) in a bright field (b) 

and labeled with ethidium homodimer-1 (b1) (Scale bars = 50 µm; 400x magnication) 

 

Discussion 

 

The findings of the present study demonstrated that addition of 10 ng/mL of insulin to 

the culture media was more efficient in maintaining the percentage of morphologically normal 

preantral follicles after 7 d of culture. Also, the addition of 10 ng/mL of insulin maintained the 

ultrastructural organization of the follicles and their viability after 7 d of culture. The beneficial 

effect of insulin on survival is likely due to its direct action on the maintenance of metabolic 

balance through the regulation of specific functions related to the synthesis of glycogen, lipids, 

proteins and nucleic acids (Cheatham and Khan 1995). In addition, insulin can maintain 

survival indirectly by stimulating the action of other substances such as FSH and insulin-like 

growth factor I (IGF-I), which are known to promote follicular viability in goats (Matos et al. 

2007; Martins et al. 2010). Our results were corroborated by studies that showed an increase in 

the percentage of follicular atresia, and the consequent reduction in survival, in media without 

insulin or at high doses of this hormone (Wright et al. 1999).  
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In the present study, only 10 ng/mL of insulin increased follicular diameter after 7 d of 

culture compared to other treatments. This concentration also promoted a greater follicular 

activation. Because the major morphological difference between the primordial and the primary 

follicles is the transition of flattened granulosa cells to cuboidal granulosa cells, the first stage 

of follicular growth may significantly depend on the development of the somatic cells (Yu and 

Roy 1999). Insulin is commonly added to culture medium for the in vitro growth and activation 

of primordial follicles in cultured ovaries, especially in the presence of a moderate dose (0.1 

µg/mL) (Adhikari and Liu 2009). With regard to oocyte growth, the treatment with 10 ng/mL of 

insulin was more efficient in increasing the oocyte diameter compared to 5 ng/mL and 10 

µg/mL of insulin. High insulin levels also produce adverse effects on the nuclear maturation of 

oocytes after follicle culture (Fouladi-Nashta and Campbell 2006). When Sun et al. (2010) 

cultured fetal mouse ovaries with 5 µg/mL of insulin, it was demonstrated that insulin has a 

profound detrimental effect on oogenesis and folliculogenesis in vitro, with signi cant fi

retardation of oocyte growth. Paradoxically, in the present study, the concentration of 5 µg/mL 

insulin did not impair oocyte growth. This result suggests that goats may need larger doses of 

insulin to cause this side effect, as we observed with 10 µg/mL of insulin. 

In conclusion, we clearly demonstrated that the exposure of goat preantral follicles to 10 

ng/mL of insulin improved all parameters analyzed. Thus, this study characterizes a new culture 

basic medium for goat, reducing the concentration of insulin currently used by 103 times, 

improving the follicular development and providing benefits for the subsequent maturation of 

oocytes. 
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Os efeitos da insulina e FSH durante o desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais 

caprinos, e a expressão relativa de RNAm para os receptores de insulina e FSH e do 

citocromo P450 aromatase em folículos cultivados 

 

(The effects of insulin and FSH during in vitro development of isolated goat preantral follicles, 

and the relative mRNA expression of insulin and FSH receptors and cytochrome P450 

aromatase in cultured follicles) 
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Resumo 

 

A ação de diferentes concentrações de insulina, sozinha ou em combinação com FSH, foram 

avaliadas no desenvolvimento in vitro e na expressão de RNAm para aromatase P450 (P-

450AROM) e receptores para insulina (INSR) e FSH (FSHR). Folículos pré-antrais caprinos 

foram microdissecados e cultivados em α-MEM com ou sem insulina (5, 10 ng/mL ou 10 

µg/mL) ou em combinação com o FSH por 18 dias. Após 18 dias, a adição de uma alta 

concentração de insulina ao meio de cultivo reduziu significantivamente a sobrevivência 

folicular e a taxa de formação de antro quando comparado com os outros tratamentos. 

Entretanto, quando o FSH foi adicionado ao meio de cultivo, nenhuma diferença foi observada 

entre esses dois parâmetros. Folículos pré-antrais e antrais do controle, bem como de todos os 

folículos cultivados, apresentaram um padrão ultraestrutural normal. O crescimento folicular 

aumentou a partir do dia 12, e somente nas concentrações de 10 ng/mL e 10 µg/mL de insulina 

sem FSH comparado com o grupo controle. Em meio suplementado com FSH, somente a 

adição de 10 ng/mL de insulina produziu oócitos com altas taxas de retomada da meiose e em 

metáfase II quando comparado ao grupo controle. O tratamento com insulina (10 ng/mL) e FSH 

resultou em níveis significativamente maiores de RNAm para INSR e P-450AROM e secreção 

de estradiol quando comparado aos outros grupos de tratamentos. Em conclusão, 10 ng/mL de 

insulina com FSH foi o tratamento mais eficiente na promoção da retomada da meiose de 

oócitos, manutendo a sobrevivência oocitária, estimulando o desenvolvimento folicular e 

aumentando a expressão de RNAm para INSR e P-450AROM, bem como a secreção de 

estradiol em folículos caprinos. 

 
Palavras-chave: Folículo secundário, cabra, insulina, FSH, P-450AROM. 
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Abstract 

 

The action of different concentrations of insulin, alone or in combination with FSH, 

were evaluated on the in vitro follicular development and the mRNA expression for P450 

aromatase (P-450AROM), insulin (INSR) and FSH (FSHR) receptors. Goat preantral follicles 

were microdissected and cultured in α-MEM with or without insulin (5, 10 ng/ml or 10 µg/ml) 

or in combination with FSH for 18 d. After 18 d, the addition of the maximum concentration of 

insulin to the culture medium significantly reduced follicular survival and antrum formation 

rates when compared with other treatments. However, when FSH was added to the culture 

media, no difference was observed in these two parameters. Preantral and antral follicles from 

the control, as well as from all cultured follicles, still had normal ultrastructural patterns. 

Follicular growth increased starting on day 12, and only at concentrations of 10 ng/ml and 10 

µg/ml of insulin without FSH when compared with the control group. In the supplemented 

medium with FSH, only addition of 10 ng/ml insulin produced oocytes with higher rates of 

meiosis resumption and in metaphase II when compared with the control group. Treatment with 

insulin (10 ng/ml) and FSH resulted in significantly increased levels for INSR, P-450AROM 

mRNA and estradiol secretion when compared with the other treatment groups. In conclusion, 

10 ng/ml of insulin with FSH was the most efficient treatment in promoting oocyte meiosis 

resumption, maintaining oocyte survival, stimulating follicular development, and increasing 

mRNA expression for INSR and P-450AROM, as well as estradiol secretion in goat follicles. 

 

Keywords: Secondary follicle, goat, insulin, FSH, P-450AROM. 

 

Introduction 

 

The development of ovarian follicles, oocytes and embryos depend upon the spatial and 

temporal expression of specific genes and a continuous supply of energy, hormones and growth 

factors (Fouladi-Nashta and Campbell, 2006). One of the hormones involved in this process is 

insulin, a polypeptide produced by pancreatic β cells, which is primarily involved in the 

regulation of serum glucose concentrations. Insulin is also involved in the regulation of cell 

growth and development in a wide variety of tissues including the liver, muscle, cartilage, 

mammary glands and ovaries (Sasaki, 2002). 

In the ovary, insulin acts as an important mediator of follicular development, 

steroidogenesis, oocyte maturation and the subsequent development of the embryo (Yaseen et 
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al. 2001). It is routinely added to the culture media of cells and tissues (Fouladi-Nashta and 

Campbell, 2006). Insulin’s actions are mediated through insulin receptors (INSR), which were 

first identified in the granulosa cells of preantral human follicles (Willis and Franks, 1995). 

More recently, it was shown that the INSR are widely distributed throughout all ovarian tissues, 

including the granulosa and theca cells and stromal tissue in bovine species (Shimizu et al. 

2008). 

Previous studies have shown that insulin is important in various reproductive processes, 

such as regulating the neurotransmitter synthesis of GnRH, and therefore controlling 

gonadotropin secretion. This is particularly important in the release of LH by the pituitary 

(Kawauchi et al. 2006). In mice, gonadotropins (LH and FSH) and insulin are considered major 

regulators of cell proliferation, differentiation and survival in cultured ovarian follicles 

(Sánchez et al. 2011).  

Insulin acts synergistically with FSH to promote granulosa cell differentiation and 

proliferation. It also facilitates FSH-dependent steroid production and LH receptor induction in 

cultured granulosa cells (May et al. 1980; Duleba et al. 1997). In the presence of FSH, insulin 

was able to increase the production of estrogen and progesterone by granulosa cells in women 

(Willis et al. 1996). In vitro studies with bovine granulosa cells cultured in serum-free medium 

demonstrated FSH’s ability to increase both the production of estradiol and the expression for 

P-450AROM mRNA (Silva and Price 2000). The presence of insulin has been shown to 

enhance this effect (Silva and Price 2002). 

However, in the case of exposure to non-physiological high levels of insulin and FSH, 

granulosa cells differentiate inappropriately, expressing LH mRNA from very early stages. 

They also later show a divergent cumulus cell pattern of mRNA levels and protein synthesis. 

This, in turn, correlates with deleterious effects on the developmental capacity of oocytes 

(Latham et al. 1999; Acevedo et al. 2007). 

Thus, although insulin is able to act on many organs, including the ovary, and is 

routinely used as an important supplement for the in vitro culture of preantral follicles in 

several species, little is known about its effect with or without FSH during the in vitro 

development of goat preantral follicles. Given the importance of insulin and FSH in in vitro 

follicle culture systems, the aim of the current study was to evaluate the effect of different 

concentrations of insulin, alone or in combination with FSH, on the in vitro follicular 

development of isolated cultured goat preantral follicles. The effects that insulin and FSH had 

on the mRNA expression for P-450AROM and on the insulin and FSH receptors were also 

evaluated. 
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Materials and Methods 

 

Animals and ovary collection 

 

Ovaries (n = 60) from 30 non-pregnant, adult mixed-breed goats (Capra hircus) 

between 1 to 3 years of age were collected from a local abattoir (Fortaleza, CE). All animals 

were cyclic and in good body condition. Immediately postmortem, pairs of ovaries were 

washed once in 70% alcohol and then twice in Minimum Essential Medium buffered with 

HEPES (MEM-HEPES) and antibiotics (100 µg/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin). 

The ovaries were then transported within one hour to the laboratory in tubes containing a 

washing medium at 4 °C (Chaves et al. 2008). Unless noted otherwise, supplements, hormones 

and chemicals used in the present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA). 

 

Isolation and selection of preantral follicles 

 

In the laboratory, the surrounding fatty tissues and ligaments were stripped from the 

ovaries. Ovarian cortical slices (1 to 2 mm thick) were cut from the ovarian surface using a 

surgical blade under sterile conditions and subsequently placed in fragmentation medium 

consisting of MEM-HEPES with antibiotics. Goat preantral follicles, approximately 150 to 250 

µm in diameter without antral cavities (secondary follicles), were visualized under a 

stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) and mechanically isolated by 

microdissection from the strips of ovarian cortex using 26-gauge (26 G) needles. These follicles 

were then transferred to 100 µl droplets containing basic culture medium for evaluation of 

quality. Isolated follicles from different ovaries were pooled, and only secondary follicles that 

displayed the following characteristics were selected for culture: (i) an intact basement 

membrane, (ii) two to three layers of granulosa cells and (iii) a visible, healthy oocyte 

(approximately 60 µm in diameter) that was round and centrally located within the follicle, 

without any dark cytoplasm. Secondary follicles (approximately 400 from 30 total goats) were 

divided among the treatment groups with approximately 40-60 follicles per group, depending 

on the experiment. 
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Culture of isolated goat preantral follicles  

 

After selection, the follicles were individually cultured (one follicle per droplet) in 100 

µl droplets of culture medium under mineral oil in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA). 

Incubation was conducted at 39 °C and 5% CO2 in air for 18 d. The basic control medium, 

hereafter referred to as α-MEM+, consisted of α-MEM (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, 

Germany, pH 7.2 - 7.4) supplemented with 3.0 mg/ml bovine serum albumin (BSA), 5.5 µg/ml 

transferrin, 5.0 ng/ml selenium, 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine and 50 µg/ml ascorbic 

acid. This work was divided into two experiments that occurred at different times. In the first 

experiment (n = 24 ovaries; about 40 follicles per group), the addition of four different 

concentrations of recombinant human insulin was used in the culture medium. Either 0, 5 or 10 

ng/ml or 10 µg/ml was used. In the second experiment (n = 36 ovaries; approximately 60 

follicles per group), these same concentrations of insulin were tested in the presence of human 

recombinant FSH (Nanocore, São Paulo, Brazil) in increasing concentrations (Sequential FSH: 

Day 0 = 100 ng/ml; Day 6 = 500 ng/ml; Day 12 = 1000 ng/ml). On every other day, 60 µl of the 

culture media was replaced with fresh media (prepared and maintained for equilibration in a 

CO2 incubator for 4 h prior to use) in each droplet. In all the FSH treatments, a complete 

exchange of the media (100 µl) was performed every 6 d for a change in FSH concentration 

(Saraiva et al. 2011). The concentrations of FSH and insulin were chosen based on our previous 

studies (Saraiva et al. 2011 and Chaves et al., unpublished data). The culture was replicated two 

(experiment 1) or three (experiment 2) times. 

 

Morphological evaluation of follicle development 

 

The morphological aspects of all preantral follicles were assessed every 6 d using a pre-

calibrated ocular micrometer in a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) at 100x 

magnification. Only those follicles showing an intact basement membrane, with bright and 

homogeneous granulosa cells and an absence of morphological signs of degeneration, were 

classified as surviving follicles. Follicle degeneration was recognized when the rupture of the 

basement membrane was observed and a darkening of the oocytes and surrounding cumulus 

cells, misshapen oocytes or decreased follicle diameter was noted. 

Every 6 d of culture (days 0, 6, 12 and 18), the following characteristics were analyzed 

in the surviving follicles: (i) antral cavity formation, defined as the emergence of a visible 

translucent cavity within the granulosa cell layers, (ii) the diameter of healthy follicles, 
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measured from the basement membrane, which included two perpendicular measures of each 

preantral follicle, and (iii) the growth rate, calculated as the diameter variation during the 

culture period. 

 

In vitro maturation of goat oocytes from cultured follicles and viability assessment 

 

At the end of the culture period, all of the healthy follicles were carefully and 

mechanically opened with 26-G needles under a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, 

Japan) for oocyte recovery. Previous studies demonstrated that goat oocytes smaller than 100 

µm were unable to resume meiosis (Crozet et al. 2000). Considering this fact, only oocytes 

larger than 110 µm in diameter (including the zona pellucida and measured as described for the 

follicles), with homogeneous cytoplasm surrounded by at least one compact layer of cumulus 

cells, were selected for in vitro maturation (IVM) in our study. The recovery percentage of 

oocytes was calculated as the number of acceptable quality oocytes recovered out of the total 

number of cultured follicles.  

Collected cumulus oocyte complexes (COCs) were washed twice with TCM 199 

medium buffered with HEPES (TCM 199-HEPES) and supplemented with 10% fetal bovine 

serum and 1 mM pyruvate. COCs were grouped (different treatments) in 50 µl droplets of IVM 

medium comprised of TCM 199 supplemented with 1 mg/ml BSA, 0.911 mmol/l pyruvate, 5 

µg/ml LH, 0.5 µg/ml FSH, 10 ng/ml epidermal growth factor, 50 ng/ml insulin like growth 

factor-1, 1 µg/ml 17β-estradiol and 100 µmol/l cysteamine, all of which were previously 

equilibrated at 39 °C under a humidified atmosphere of 5% CO2 in air. These droplets were 

placed on culture dishes (30 x 15 mm) and covered with mineral oil. The COCs were incubated 

under the same conditions for 32 h. After the maturation period, the COCs were transferred to 

50 µl droplets of TCM 199 medium with 10 µl of hyaluronidase, then denuded from cumulus 

cells by successive pipetting and analyzed under fluorescence microscopy (Eclipse 80i, Nikon, 

Tokyo, Japan) at 100x magnification for the assessment of oocyte viability and chromatin 

configuration.  

During this process, the oocytes were incubated in 100 µl droplets of TCM 199-HEPES, 

to which 4 µM calcein-AM, 2 µM ethidium homodimer-1 (Molecular Probes, Invitrogen, 

Karlsruhe, Germany) and 10 µM Hoechst 33342 (Bisbenzimide trihydrochloride; Sigma, 

Deisenhofen, Germany) were added at 39 °C for 15 min. Thereafter, the oocytes were washed 

three times in TCM 199 and mounted on glass slides to be examined using a fluorescence 

microscope (Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japan) equipped with an image processor (NIS-
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Elements, Nikon, Tokyo, Japan). This enabled the measurement of oocyte diameter and an 

assessment of viability and nuclear chromatin configuration. The emitted fluorescent signals of 

calcein-AM, ethidium homodimer-1 and Hoechst were collected at 488, 568 and 365 nm, 

respectively. Oocytes were considered viable if the cytoplasm positively stained with calcein-

AM (green) and if the chromatin was not labeled with ethidium homodimer-1 (red). While the 

first probe detected intracellular esterase activity of viable cells, the latter labeled nucleic acids 

of non-viable cells with plasma membrane disruption. Hoechst 33342 staining was used to 

evaluate the configuration of nuclear chromatin (blue) by observing the intact germinal vesicle 

(GV), meiotic resumption (including germinal vesicle breakdown [GVBD] and metaphase I 

[MI]) or nuclear maturation (metaphase II [MII]). 

 

Hormone assays 

 

The spent medium was collected every 6 d during a culture period of 18 d and stored at -

20 °C for subsequent estradiol assays by enzymatic immunoassay (EIA). Estradiol 

concentrations in culture mediums were determined using E2-EASIA Kit (Diasource, Belgium) 

using reactive provided by the manufacturer. As biotine in culture medium may interfere with 

assay, steroid extraction in samples was performed. For each culture medium sample, a volume 

of 300 µl was extracted using 700 µl of ethyl acetate/cyclohexane (1:1, v:v). After vortexing 

and incubation for 5 min at room temperature, samples were centrifuged for 15 min (3000 x g) 

and frozen in liquid nitrogen. Organic phase was transferred into new glass tube and evaporated 

under air. Extracted samples were resuspended in 300 µl Tris-EDTA buffer (Tris 0.1M, EDTA 

1Mm; pH 7.4) after vortexing for 5 min and overnight incubation at 4 °C. The overall efficiency 

of extraction was controlled using tritium labeled-E2 (efficiency range from 70 to 85%). E2 

standards (0.39 pg/ml to 1600 pg/ml) were diluted in Tris-EDTA buffer. Standards and samples 

were added to plates (100 µL) in duplicates. E2 coupled with horseradish peroxydase was 

added to plate (50 µl). Antibody from EIA Kit was added in 50 µl and plates were incubated 

overnight at 4 °C under agitation. After incubation and washing 5 times with 0.4 ml of 

manufacturer washing solution, 200 µl of substrate solution (tetramethylbenzidine-H2O2-

acetate/citrate buffer) was added to each well. After 30 min incubation, reaction was stopped 

using addition of H2SO4 solution (1.8 M) and absorbance at 450 and 650 nm was determined. 

Sensitivity of assay observed was in accordance with manufacturer’s observation (5 ± 2 pg/ml), 

as well as intra and inter-assay precisions (3.61 ± 1.7 % and 4.4 ± 2.2 % respectively, means ± 



294 
 

SEM). As E2 concentrations were over detection range (5-800 pg/ml) for some samples, a 

second assay was performed with a 1:20 dilution in Tris-EDTA buffer. 

 

Ultrastructure analysis and expression for FSHR, INSR and cytochrome P-450AROM in goat 

preantral follicles  

 

Additional pairs of mixed breed goat ovaries (n = 36; experiment 3) were collected from 

a slaughterhouse. Secondary follicles were isolated and selected at the laboratory as previously 

described. Based on the results obtained in experiments 1 and 2, the total number of secondary 

follicles obtained were cultured for 18 d in the control medium without insulin and FSH 

(control), with insulin alone at concentrations of 10 ng/ml (Ins), with FSH alone (FSH) or with 

insulin and FSH (Ins + FSH) were added. After the culture period, the follicles were processed 

for ultrastructure analysis and qPCR. 

To better examine follicular morphology, transmission electron microscopy (TEM) was 

performed to analyze ultrastructure of follicles from the fresh control, as well as from 

treatments that provided the best results regarding in vitro culture parameters. Groups 

(treatments) containing 10 isolated follicles were fixed in Karnovsky solution (4% 

paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer; pH 7.2) for 3 h 

at room temperature (RT, approximately 25 °C) and then embedded in droplets of 4% low 

melting agarose. After three washes in sodium cacodylate buffer, specimens were post-fixed in 

1% osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM calcium chloride in 0.1 M 

sodium cacodylate buffer for 1 h at RT. The samples were then dehydrated through a gradient 

of acetone solutions and thereafter embedded in SPIN-PON resin (Sigma Company, St Louis, 

MO). Afterward, semi-thin sections (3 µm) were cut, stained with toluidine blue and analyzed 

by light microscopy at a 400× magnification. Ultra-thin sections (60–70 nm) were obtained 

from preantral follicles classified as morphologically normal from semi-thin sections. 

Subsequently, ultra-thin sections were contrasted using uranyl acetate and lead citrate, and 

examined under a Morgani-FEI transmission electron microscope operating at 80 kV. 

For RNA isolation, 2 pools of 10 follicles from the 0 ng/ml insulin group and the 10 

ng/ml group alone, or with FSH, were collected and stored in microcentrifuge tubes (1.5 ml), 

frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until RNA extraction. Total RNA was isolated 

using a TRIzol Plus Purification Kit (Invitrogen, São Paulo, Brazil). The RNA preparations 

were submitted to DNase I and treated with the RNeasy Micro Kit (Invitrogen Life 

Technologies). Complementary DNA (cDNA) was synthesized from the RNA (0.15 µg from 
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each sample) using Superscript™ II RNase H-Reverse Transcriptase (Invitrogen Life 

Technologies).  

The qPCR reaction was carried out in a final volume of 20 µl containing the following: 

1 µl of cDNA each, 1x Power SYBR® Green PCR Master Mix (10 µl), 7.4 µl of ultra-pure 

water and 0.4 µM of both sense and antisense primer. Gene-speci c primers for ampli cation fi fi

of different transcripts are shown in Table 1. Two candidate reference genes, β-actin (ACT) and 

glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GADPH) were selected as endogenous controls to 

study the expression stability and for normalization of gene expression in all samples. Primer 

specificity and amplification efficiency were verified for each gene. The expression stability of 

these genes was analyzed by the BestKeeper software (Pfaffl et al. 2004). BestKeeper 

highlighted GAPDH as the reference gene with the least overall variation. 

 

Table 1. Oligonucleotide primers used for PCR analysis of goat follicles. 

Target gene Primer sequence (5´ 3´) Sense Position GenBank 

accession nº 

GAPDH ATGCCTCCTGCACCACCA s 287-309 GI:27525390 

(Capra hircus) AGTCCCTCCACGATGCCAA as 440-462 

β-Actin ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT s 187-209 GI:28628620 

(Capra hircus) TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC as 386-410 

FSHR 

 

INSR 

 

P-450AROM 

AGGCAAATGTGTTCTCCAACCTGC s 250-274 GI: 95768228 

(Capra hircus) 

GI:26000722 

(Ovis aries) 

GI:23506123 

(Capra hircus) 

TGGAAGGCATCAGGGTCGATGTAT 

ATGCCCTGGTGTCACTTTCCTTCT 

TTAGGTTCTGGTTGTCCAAGGCGT 

CGGCATGCATGAGAAAGGCATCAT 

ACACGTCCACATAGCCCAAGTCAT 

as 

a 

as 

a 

as 

316-340 

516-540 

620-644 

407-431 

594-618 

s,sense; as, antisense 

 

The cycle profile for the first PCR step was an initial denaturation and polymerase 

activation for 15 minutes at 94 ºC, followed by 40 cycles of 15 seconds at 94 ºC, 30 seconds at 

60 ºC and 45 seconds at 72 ºC. The final extension was performed for 10 minutes at 72 ºC. The 

specificity for each primer set was tested with a melt curve, carried out between 60 and 95 °C 



296 
 

for all genes. All amplifications were carried out in Bio-Rad iQ5. The delta-delta-CT method 

(Livak and Schmittgen, 2001) was used to transform CT values into normalized relative 

expression levels. 

 

Statistical analysis 

 

Analysis of follicular survival, antrum formation, retrieval of grown oocytes for IVM 

and meiotic resumption after in vitro culture were completed by counting the number of viable 

follicles in relation to all of the follicles available. For these discrete variables, analyses were 

carried out as a dispersion of frequency using the chi-squared test, and the results were 

expressed as percentages. Follicular diameter data (continuous variables) were submitted to the 

Shapiro-Wilk and Bartlett tests to confirm normal distribution and homogeneity of variances, 

respectively. With respect to the requirements underlying the Analysis of Variance, ANOVA 

was executed using PROC GLM of SAS (2002) followed by the Student-Newman-Keuls 

(SNK) test for comparison of the means. Because of the heterogeneity of variances, the 

Kruskal-Wallis non-parametric test was used for comparisons among values recorded on 

different days of culture and for hormonal assay. These results were expressed as the means ± 

standard deviation (SD), and differences were considered significant when P<0.05. 

For real-time RT-PCR treatment, the control samples were randomly assigned in blocks, 

and the relative expression values (2-ΔΔCt) were subjected to the Shapiro-Wilk normality test 

using the univariate procedure of the SAS 9.0 software package. The relative expression was 

logarithmically transformed (log10(X +1)) for normal distribution adjustment. Log-transformed 

relative expression was evaluated by analyzing the variance using the ANOVA procedure. 

Statistical significance of the differences between the control, and the treatments were assessed 

with the T test (P<0.05) of SAS 9.0. 

 

Results 

 

A total of 509 secondary follicles (experiment 1: 156 follicles; experiment 2: 243 

follicles; experiment 3: 110 follicles) were isolated from goat ovaries, while 406 were selected 

for in vitro culture.  
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Follicular survival from goat preantral follicles cultured in vitro 

 

 Figure 1 shows a goat ovarian follicle before culture (Fig. 1A) or after 6 (Fig. 1B), 12 

(Fig. 1C) and 18 d (Fig. 1D) in culture as well as the cumulus-oocyte before (Fig. 1E) and after 

in vitro maturation (Fig. 1F, G). Follicles with oocytes extruded (Fig. 1H) and those that were 

degenerated (Fig. 1I) are also displayed. The preantral follicles selected for culture had 

centrally located oocytes and granulosa cells surrounded by normal intact basement membranes 

(Fig. 1A). However, some follicles in culture ruptured their basal cell membrane, presenting 

follicular extrusion rates ranging from 7.9% (0 ng/ml insulin, experiment 1) to 27.1% (10 ng/ml 

insulin, experiment 2). The extrusion rates among treatments did not vary within each day of 

observation in their respective experiments (P>0.05). 

 

 
Figure 1. Stereomicrography of normal goat ovarian follicles before culture (A) or cultured in 

vitro in the treatment group with insulin, 0 ng/ml plus FSH for 6 d (B), 12 d (C) and 18 d (D). 

Normal follicles from the insulin-free group (0 ng/ml insulin) with FSH after 6 d of culture 

showing the formation of the antral cavity (black arrow). (E) Compact cumulus-oocyte 

complexes obtained from 18 d cultured follicles in the presence of insulin (10 ng/ml) and (F) 

expansion of their cumulus cells after maturation in vitro. (G) Oocytes after enzymatic and 
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mechanical stripping. (H) A follicle from a group with 5 ng/ml insulin showing an extruded 

oocyte after 18 d of culture. (I) Degenerated follicles after 18 d of culture in a medium 

containing 10 µg/ml insulin with darkening of the oocytes (white arrow). Scale bars represent 

100 µm (A-D; F; H-I), 50 µm (E) and 150 µm (G). O: oocyte, CG: granulosa cells, A: antrum, 

cc: cumulus cells. 

 

 The percentage of follicles that survived is shown in Figure 2. In general, the follicular 

survival, either in the presence or absence of FSH, decreased significantly from day 6 to 12 in 

all the treatments, with no further significant alteration thereafter (Fig 2A and 2B). When the 

treatments were compared with each other within the same culture period, only the FSH 

(experiment 2), with the insulin added at high concentrations (10 µg/ml), significantly reduced 

the follicular survival from day 12 onward compared with the control group (0 ng/ml of insulin 

- Fig. 2A). 
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Figure 2. Survival of preantral follicles isolated from goats after in vitro culture in the medium 

without FSH (A) and with FSH (B) in the presence of different concentrations of insulin (0, 5 

and 10 ng/ml or 10 µg/ml) for 18 d. A,B Comparison among treatments within the same day of 

culture; a,b,c Comparison between days of the same treatment (P<0.05). 

  

Follicular growth rate 

 

Average values related to follicular growth during in vitro culture of isolated goat 

preantral follicles are described in Figure 3. An analysis of follicular diameter in both 

experiments showed a progressive and significant follicular growth in all treatments from day 0 

until the day 12 of culture (Fig. 3A e 3B). Moreover, only in the presence of FSH (experiment 

2) was there a further increase in diameter observed after 12 d of culture in the control medium 

without insulin and with the addition of 10 µg/ml insulin. 

When the treatments were compared with each other, only in the absence of FSH 

(experiment 1) was it observed that from day 12 onwards, growing follicles in the medium with 

10 ng/ml and 10 µg/ml of insulin increased their follicular diameter when compared with the 

control without insulin (P<0.05).  
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Figure 3. Follicular diameter of preantral follicles isolated from goats with normal morphology 

after in vitro culture in medium without FSH (A) and with FSH (B) in the presence of different 

concentrations of insulin (0, 5 and 10 ng/ml or 10 µg/ml) for 18 d. A,B Comparison among 

treatments at the same day of culture; a,b,c,d Comparison between days in the same treatment 

(P<0.05). 
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Antral cavity formation 

 

Table 2 shows the antrum cavity formation in goat ovarian follicles during in vitro 

culture. In general, the percentage of antrum formation increased significantly from day 0 to 

day 6 of culture in all the treatments (with or without FSH). There was no subsequent 

significant increases, except in the control medium (0 ng/ml insulin) with FSH, which 

continued to show a progressive increase in the antrum formation until day 12 (P<0.05). 

Only from the day 12 of culture in treatments without FSH did the addition of 10 µg/ml 

of insulin to the culture medium reveal a percentage of antrum formation significantly lower 

than of the insulin-free control group (0 ng/ml).  

 

Table 2. Antrum formation (%) during in vitro culture of goat isolated preantral follicles in 

medium without FSH (experiment 1) and with FSH (experiment 2) in the presence of insulin at 

different concentrations (0, 5 and 10 ng/ml or 10 µg/ml) for the day 18 of treatment. 
Treatments 

Insulin 
D0 D6 D12 D18 

Experiment 1     

0 ng/mL 0 (0/38)a 84.2 (32/38)ABb 94.7 (36/38)Ab 94.7 (36/38)Ab 

5 ng/mL 0 (0/40)a 67.5 (27/40)Bb 80.0 (32/40)ABb 80.0 (32/40)ABb 

10 ng/mL 0 (0/39)a 92.3 (36/39)Ab 92.3 (36/39)ABb 92.3 (36/39)ABb 

10 µg/mL 0 (0/39)a 74.3 (29/39)Bb 76.9 (30/39)Bb 76.9 (30/39)Bb 

Experiment 2     

0 ng/mL 0 (0/55)a 81.8 (45/55)Bb 100.0 (55/55)c 100.0 (55/55)c 

5 ng/mL 0 (0/61)a 95.1 (58/61)Ab 95.1 (58/61)b 95.1 (58/61)b 

10 ng/mL 0 (0/70)a 85.7 (60/70)ABb 94.3 (66/70)b 94.3 (66/70)b 

10 µg/mL 0 (0/57)a 91.2 (52/57)ABb 94.8 (54/57)b 94.8 (54/57)b 

a,b Different lowercase letters indicate statistically significant differences (P<0.05) among days 

of culture in same experiment. A,B Different uppercase letters indicate statistically significant 

differences (P<0.05) between treatments in the same experiment. 

 

Growth, recovery rate and chromatin configuration of oocytes from goat preantral follicles  

 

Table 3 shows the oocyte recovery rates, oocyte diameter, the percentage of viable 

oocytes and chromatin configuration observed after in vitro culture in the absence (experiment 
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1) or presence (experiment 2) of FSH. For both experiments, at the end of in vitro culture the 

mean diameters of oocytes from cultured follicles were similar to the insulin concentrations 

tested, ranging from 110.91 ± 16.41 (treatment with 5 ng/ml insulin without FSH) to 127.72 ± 

15.38 (treatment with 5 ng/ml insulin with FSH). 

In general, in experiment 1, oocyte recovery rates, the percentage of viable oocytes as 

well as oocytes resuming meiosis were unaffected by the addition of insulin (P>0.05). In 

contrast, in the presence of FSH with the addition of 10 ng/ml insulin, the meiosis resumption 

rate significantly increased when compared with the insulin-free control. This was despite 

having caused a lower recovery rate in fully grown oocytes (P<0.05). Moreover, the meiosis 

resumption rates with 10 ng/ml insulin were significantly higher than the other concentrations 

tested (except for 5 ng/ml insulin), having a greater number of oocytes with germinal vesicle 

breakdown (n = 12) and in metaphase II (n = 2).  

 

Table 3. Oocyte recovery rates after culture, oocyte diameter (mean ± SD, including the zona 

pellucida), percentage of viable oocytes, percentage of germinal vesicle stage oocytes, 

resumption of meiosis and configuration of chromatin observed in oocytes from preantral 

follicles grown in vitro in medium without (experiment 1) or with (experiment 2) 

FSH.
grown in vitro in medium in the absence (experiment 1) or presence (experiment 2) of FSH.  

Treatments 

Insulin 

Oocyte 

recovery rate 

(%) ≥110 µm 

Oocyte 

diameter 

(mean ± SD) 

Oocyte 

viability (%) 

Germinal 

vesicle (%) 
Resumption of meiosis (%) 

Total GVBD MI MII 

Experiment 1         

0 ng/ml 57.9 (22/38)  121.37 ± 7.68  100 (22/22) 68.2 (15/22) 31.8 (7/22) 100.0 (7/7)  0 (0/7)  0 (0/7)  

5 ng/ml 55.0 (22/40) 110.91 ± 16.41 100 (22/22) 68.2 (15/22) 31.8 (7/22) 71.4 (5/7)  28.5 (2/7)  0 (0/7)  

10 ng/ml 53.8 (21/39) 113.68 ± 25.34  100 (21/21) 52.4 (11/21) 47.6 (10/21) 60.0 (6/10)  40.0 (4/10) 0 (0/10)  

10 µg/ml 46.1 (18/39) 121.18 ± 12.20  100 (18/18) 83.4 (15/18) 16.6 (3/18) 66.6 (2/3)  33.3 (1/3)  0 (0/3)  

Experiment 2         

0 ng/ml 81.8 (45/55)A 120.80 ± 16.26  100 (45/45) 88.9 (40/45)A 11.1 (5/45)B 60.0 (3/5)  20.0 (1/5)  20.0 (1/5) 

5 ng/ml 68.8 (42/61)AB 127.72 ± 15.38  100 (42/42) 73.8 (31/42)AB 26.2 (11/42)AB 45.5 (5/11)  45.5 (5/11)  9.0 (1/11)  

10 ng/ml 65.7 (46/70)B 127.17 ± 14.83  100 (46/46) 58.7 (27/46)B 41.3 (19/46)A 63.2 (12/19)  26.3 (5/19) 10.5 (2/19)  

10 µg/ml 66.7 (38/57)AB 120.14 ± 15.34  100 (38/38) 79.0 (30/38)A 21.0 (8/38)B 75.0 (6/8)  12.5 (1/8) 12.5 (1/8)  
A,B Different uppercase letters indicate statistically significant differences (P<0.05) between treatments of the same experiment.. 

 
A,B Different uppercase letters indicate statistically significant differences (P<0.05) between 

treatments of the same experiment.. 
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It is important to note that mature oocytes were only observed in treatments containing 

FSH. Figure 4 illustrates viable oocytes labeled with calcein-AM (Fig. 4A2-C2) presenting with 

a nucleus in GV (Fig. 4A3), MI (Fig. 4B3) and MII (Fig. 4C3). 

 

 

Figure 4. Morphology of oocytes destined to IVM, after in vitro culture of goat preantral 

follicles in medium containing 0 ng/ml of insulin (A1-A3) and 10 ng/ml alone (B1-B3) or with 

FSH (C1-C3). Bright-field visualization of oocytes (A1, B1, C1) and characterization of a viable 

oocyte after staining with calcein-AM (A2, B2, C2) and germinal vesicles (A3), germinal vesicle 

breakdown (B3) and metaphase II (C3) after Hoechst 33342 staining under fluorescence (Scale 

bars: 50 µm; 400x magnification). 

 

Effect of insulin alone or associated with FSH on the estradiol secretion of cultured follicles  

 

Figure 5 shows the estradiol levels in culture medium from ovarian follicles cultured 

with or without insulin (10 ng/ml) and/or FSH. According to figure, only FSH alone or in 

association with insulin, there was a significant increase in estradiol levels from day 6 to day 

12, it remaining constant after this period. It is highlighted that the levels of estradiol from 
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treatment FSH associated with insulin were significantly higher when compared to other 

treatments. 

 

 
Figure 5. Estradiol levels for goat ovarian follicles during culture in control medium without 

insulin (Control), with insulin alone at concentrations of 10 ng/ml (Ins), with FSH alone (FSH) 

or with insulin and FSH (Ins + FSH) at day 18. Signi cant differences over time (fi uppercase) or 

between the insulin dosage groups (lowercase) are indicated by different letters (P<0.05). 

 

Effect of insulin alone or associated with FSH on the ultrastructural features of cultured 

follicles  

 

The ultrastructural pattern described below was observed in normal preantral and antral 

follicles from the fresh control as well as in all cultured follicles (Fig. 6). Transmission electron 

microscopy of isolated follicles (insulin 10 ng/ml alone or with FSH) at 18 d of culture was 

performed to assess the ultrastructure in comparison to normal follicles from the fresh control 

group (day 0). At least five follicles per group were analyzed. Normal follicles contained an 

oocyte displaying a homogenous cytoplasm, ample round mitochondria with continuous 

membranes and few peripheral cristae (Fig. 6A-C). Small Golgi apparatus cisternae (Fig. 6C) 

and some vesicles (Fig. 6A-C) were also observed. Smooth endoplasmic reticulum was present, 
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either as isolated aggregations or as a complex association with mitochondria (Fig. 6D). The 

nuclei of oocytes were observed only in a few of the analyzed ultrathin sections due to the large 

diameter of studied follicles. Oocytes were usually round and well delineated by an intact 

nuclear envelope; a nucleolus could also be occasionally identified. Oocytes were surrounded 

by a well-developed zona pellucida, which was thicker in cultured follicles than in preantral 

follicles before culture, and contained a vast number of transzonal processes (cytoplasmic 

projections) arising from both granulosa cells and the oocyte (Fig. 6A-D). Granulosa cells were 

small and showed a high nucleus-to-cytoplasm ratio (Fig. 6A1-D1). Their irregularly shaped 

nuclei contained loose chromatin in the inner part and small peripheral aggregates of condensed 

chromatin, which was also often observed centrally in the nuclear matrix (Fig. 6A1; C1; D1). 

The cytoplasm exhibited a great number of mitochondria with some elongated forms containing 

parallel cristae (Fig. 6C1). A well-developed smooth endoplasmic reticulum and vesicles were 

also observed (Fig. 6A1; D1).  
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Figure 6. Electron micrographs of control and cultured follicles. A: preantral follicle from the 

fresh control group (scale bar: 10 µm), with a granulosa cell from the same follicle presented in 

detail (A1, scale bar: 2 µm); B: antral follicle retrieved from experimental ovaries and 

immediately fixed (scale bar: 5 µm), with a granulosa cell from the same follicle presented in 

detail (B1, scale bar: 5 µm); C: antral follicle from the 10 ng/ml insulin alone group (scale bar: 5 

µm), with a granulosa cell from the same follicle presented in detail (C1, scale bar: 2 µm); D: 

antral follicle from the 10 ng/ml insulin associated with FSH group (scale bar: 2 µm), with a 

granulosa cell from the same follicle presented in detail (D1, scale bar: 2 µm). Arrows indicate 

follicular cell processes transversally sectioned. O: oocyte; GC: granulosa cell; ZP: zona 

pellucida; m: mitochondria; ser: smooth endoplasmic reticulum; v: vesicle; fcp: follicular cell 

process; nu: granulosa cell nucleus; go: Golgi apparatus. 
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Expression of FSHR, INSR and P-450AROM in goat preantral follicles cultured in vitro 

 

The effects of insulin alone or associated with FSH were evaluated on the FSHR, INSR 

and P-450AROM mRNA expression levels by real-time PCR (Fig. 7). The mRNA expression 

for FSHR, INSR and P-450AROM were detected in all the treatments. After 18 d of culture, 

regardless of whether FSH was present, the addition of insulin (0 and 10 ng/ml) did not 

significantly affect the expression of the FSHR mRNA (Fig. 7A). Interestingly, we found that 

the addition of FSH to the culture medium significantly reduced the mRNA expression for 

INSR compared with the control (0 ng/ml insulin) and insulin (10 ng/ml) treatments. 

Nevertheless, the opposite effect on this parameter was observed when FSH was associated 

with insulin (Fig. 7B). Finally, the highest levels of mRNA expression for P-450AROM were 

observed when FSH was associated with insulin (P<0.05; Fig. 7C).  
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Figure 7. Relative expression of mRNA (means ± SD) of (A) FSHR; (B) INSR and (C) P-

450AROM after 18 d of culture in the control medium without insulin (Control), with insulin 

alone at concentrations of 10 ng/ml (Ins), with FSH alone (FSH) or with insulin and FSH (Ins + 

FSH). Different letters denote a significant difference (P<0.05). 
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Discussion 

 

Although the role of insulin as a regulator of growth and steroidogenesis in ovarian 

tissues is well documented, the effect of insulin at lower concentrations on isolated goat 

preantral follicular cultures has not been previously examined. For the first time, the present 

study evaluated the effect of different concentrations of insulin alone or in association with FSH 

on the in vitro culture of isolated goat preantral follicles and their effects on the expression for 

FSHR, INSR and P-450AROM mRNA levels in ovarian follicles after culture. 

In this study, only the addition of a high insulin concentration (10 µg/ml), in the absence 

of FSH, reduced follicular survival starting from day 12 of culture compared with the control. 

Insulin is commonly used in cultured cells and tissues to increase cell viability due to its ability 

to remove pro-apoptotic molecules and phosphatidylinositol-3 kinase activation (LeRoith et al. 

1995; Louhio et al. 2000). In addition, insulin regulates important intracellular processes, such 

as amino acid transport, glucose and lipid metabolism, gene transcription and protein synthesis 

(Cheatham and Khan, 1995). However, at high concentrations, insulin appears to have a toxic 

effect on follicle cells. This hypothesis was corroborated by recent studies showing that basic 

culture medium containing 10 µg/ml insulin (ITS) have not been able to maintain ultrastructural 

integrity and, therefore, the viability of caprine preantral follicles cultured for 7 d (Chaves et al. 

2010; Faustino et al. 2011). In contrast to our results, the findings of Xu et al. (2010) 

demonstrated that in vitro culture of isolated secondary follicles from Rhesus monkeys for 40 d 

with high-dose insulin (5 µg/ml) did not impair survival, and also promoted a greater follicular 

growth compared with the culture of 50 ng/ml insulin. This discrepancy may be attributed to 

culture conditions (for instance, insulin concentration and period of culture) and the difference 

between the species. When FSH was added to the medium, it was found that follicular survival 

was no longer hampered by the high insulin concentration (10 µg/ml), suggesting that the 

beneficial effects of FSH on follicular survival overlaps with the negative effects of insulin 

alone at high concentrations. In goats, the beneficial effects of FSH on follicle survival have 

been well established (Matos et al. 2007; Magalhães et al. 2009; Saraiva et al. 2011).  

In relation to follicular growth, the present study found a higher follicular diameter after 

using insulin (5, 10 ng/ml and 10 µg/ml) in the absence of FSH. The lack of additional effects 

of insulin in the presence of FSH may be due to the known effect of FSH on follicular growth. 

Insulin appears to stimulate proliferation of the granulosa cells in a concentration-dependent 

manner (Saumande, 1991). It is known that insulin has specific effects on granulosa and theca 

cell function (Yen et al. 2004) and on several growth factors such as insulin-like growth factor I 
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(IGF-I). Insulin stimulates granulosa and thecal cell proliferation and mitogenesis and 

synergizes with gonadotropins to stimulate granulosa and thecal cell steroidogenesis (Silva and 

Price, 2000). Several studies in different species have shown that the association between 

insulin and FSH favors follicular growth (cattle: Machado et al. 2006, murine: Liu et al. 2002, 

primates: Xu et al. 2011, buffalo, Gupta et al. 2002, goats: Saraiva et al. 2011 and canine: 

Serafim et al. 2010). 

The current study demonstrated that, despite the presence of FSH and/or insulin, all the 

treatments promoted a significant increase in antrum formation by day 6. These results are in 

disagreement with those reported by Itoh et al. (2002), which revealed that the addition of 

insulin alone initiated antrum formation within 7 d of culture, while preantral follicles grown in 

the control basal medium without insulin throughout the entire culture period failed to form an 

antral cavity. Although the FSH played an important role in the follicular diameter increase in 

our study, it had no additional effect in antrum formation, which is confirmed by a previous 

study reporting that FSH is not required in vivo until antrum formation (Wrigth et al. 1999).  

The parameters evaluated in the oocyte showed that, in the absence of FSH, insulin did 

not affect the oocyte recovery rate, the percentage of viable oocytes, or the percentage of 

oocytes that resumed meiosis. On the other hand, only in the presence of FSH did the addition 

of 10 ng/ml insulin increase the meiotic resumption rate when compared with the control-free 

insulin group, enabling the production of mature oocytes (metaphase II). Concurrent use of 

gonadotropins and insulin was considered optimal for the culture of preantral follicles in the 

mouse (Eppig et al. 2000). Amsterdam et al. (1988) agreed that a combined treatment with 

insulin and FSH markedly increased gap junction and microvilli formation and enhanced the 

development of the smooth endoplasmic reticulum and the Golgi complex relative to treatment 

with either hormone alone. However, it has been reported that mammalian oocyte or follicle 

growth, in the presence of prolonged elevated insulin levels, has a negative impact on oocyte 

developmental competence (Dumesic et al. 2002). This fact confirms our results where the 

presence of FSH with or without high insulin concentrations (10 µg/ml) was not satisfactory to 

promote meiotic resumption in oocytes from goat preantral follicles. This suggests that high 

insulin levels in vitro may induce a delay in meiotic resumption. These findings are especially 

relevant because 10 µg/ml insulin is widely used in goat ovarian follicle culture, such as an ITS 

component. 

Based on the results concerning the survival, growth and meiotic resumption, the goat 

follicles cultured in 10 ng/ml insulin with or without FSH were submitted to ultrastructural 

analysis and qPCR. All follicles examined, non-cultured or cultured for 18 d, showed an 
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ultrastructure pattern that was normal. This fact proves that the culture conditions using insulin 

at 10 ng/ml, within the physiological range of insulin concentration reported in biological fluids 

(0.5 - 10 ng/ml) (Diamond et al. 1985), was able to maintain cell ultrastructure similar to that 

found in vivo (non-cultured control), even after a prolonged period of in vitro culture. 

After 18 d of in vitro culture, the follicles cultured with insulin alone or combined with 

FSH did not alter their relative FSHR mRNA expression levels. Similar to our study, Sánchez et 

al. (2011) demonstrated that transcript levels in oocytes from antral follicles treated with an 

elevated FSH dose, but exposed to low insulin levels, are not different from those obtained 

from oocytes from in vivo primed mice. Some studies report that insulin acts directly, 

increasing the expression for FSHR (Van den Hurk and Zhao, 2005, Shimizu et al. 2008). 

However, this was not observed here. 

On the other hand, it was found that supplementation of the medium with the 

combination of insulin (10 ng/ml) and FSH promoted an increase in INSR mRNA levels. 

Insulin acts through its own receptor to modulate the response of granulosa cells to 

gonadotropins (Willis et al. 1996). Interestingly, goat ovarian follicles cultured in the presence 

of FSH alone had a lower expression for INSR. The new results described here show that the 

expression for INSR is closely related to the association between FSH and insulin. Similar to the 

results found in this study regarding goat follicles, Shimizu et al. (2008) suggest that FSH may 

regulate the expression of the INSR gene in bovine GCs. In addition, in vivo, FSH can influence 

granulosa cell responses to insulin via the regulation of receptors for insulin and IGF-I 

(Vendola et al. 1999).  

The combination of FSH and insulin (10 ng/ml) also showed the highest levels of 

mRNA expression for P-450AROM which were associated to the highest level of estradiol 

production. In the ovary, P-450AROM is a steroidogenic enzyme that is crucial for catalyzing 

estrogen from androgens (Kandiel et al. 2010). The primary stimulator for P-450AROM 

expression and enzyme activity is FSH, as demonstrated in ruminants (Campbell et al. 1996, 

Gutiérrez et al. 1997). However, Silva and Price (2002) also reported that insulin has an 

essential role for P-450AROM expression. Aromatase activity is stimulated by low doses of 

FSH when insulin is present at 0.5 to 10 ng/ml, whereas this response is lost in the presence of 

higher (100 ng/ml) concentrations of insulin. Insulin acts through its own receptor to modulate 

the response of granulosa cells to gonadotrophins (Willis et al. 1996). Insulin at physiological 

concentrations enhances estradiol production in granulosa cells (Willis et al. 1996). In 

monkeys, insulin associate with FSH has been shown to promote theca and granulosa cell 

steroidogenesis (Xu et al. 2010). 
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In conclusion, low concentrations of insulin (10 ng/ml) with FSH were more efficient in 

promoting oocyte meiosis resumption in goat preantral follicles. This combination of hormones 

also stimulated follicular development and maintained follicular survival as well as increased 

estradiol secretion. In addition, the interaction of the two hormones (FSH and insulin) 

positively influenced the mRNA expression for INSR and P-450AROM after culture. The 

results of this study highlight how prolonged exposure to elevated levels of insulin during 

follicular growth may compromise oocyte maturation. Thus, we have revealed how a new basic 

medium, combining FSH and low concentration of insulin, can influence the development of in 

vitro isolated preantral goat follicles. For the first time, this study shows how these hormones 

influence follicle growth, oocyte maturation, estradiol secretion and mRNA expression for 

INSR, FSHR and P-450AROM in this species. 
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15. CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo permitiram concluir que: 

 

 A adição de 1 ng/mL de NGF ao meio de cultivo promoveu a manutenção da viabilidade 

e integridade morfológica e ultraestrutural de folículos pré-antrais caprinos após 7 dias 

de cultivo in vitro. 

 A utilização de FGF-10 no meio de cultivo, na concentração de 50 ng/mL, manteve a 

viabilidade e a ultraestrutura, além de promover o crescimento de folículos pré-antrais 

caprinos após 7 dias de cultivo in vitro.  

 O emprego da insulina assegurou a manutenção da sobrevivência folicular, e quando 

adicionada na concentração de 10 ng/mL estimulou a ativação e o crescimento dos 

folículos pré-antrais caprinos, permitindo ainda a manutenção da viabilidade e 

integridade ultraestrutural folicular durante 7 dias de cultivo in vitro. 

 A utilização de 10 ng/ml de insulina, promoveu a manutenção da sobrevivência, 

formação de antro e crescimento folicular. Porém, somente quando a insulina (10 ng/ml) 

foi associada ao FSH, houve o favorecimento da retomada da meiose e maior produção 

de estradiol, além de aumentar a expressão de RNAm para aromatase e receptor de 

insulina em folículos caprinos cultivados in vitro por 18 dias. 
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16. PERSPECTIVAS 

 

O uso de técnicas reprodutivas assistidas em cabras tem crescido consideravelmente no 

Brasil nos últimos anos, devido à melhoria dos sistemas de produção, com o máximo objetivo 

de fornecer produtos especializados e regularidade para o mercado consumidor. No entanto, 

observa-se que, apesar dos avanços da pesquisa científica, é necessária uma aplicabilidade 

maior de tais técnicas no campo, diretamente nos sistemas de produção, com o objetivo final de 

disseminar o conhecimento adquirido nos centros de pesquisa. 

A biotécnica de MOIFOPA pode ser uma grande aliada, uma vez que é de grande 

importância para a pesquisa fundamental, por contribuir para a elucidação dos mecanismos 

implicados na foliculogênese nesta fase, e para a reprodução animal, possibilitando o 

isolamento de milhares de folículos a partir de um único ovário e o posterior cultivo in vitro dos 

oócitos neles contidos, até o estágio de maturação e fecundação in vitro. 

A equipe de pesquisa do LAMOFOPA-UECE foi a primeira no mundo a maturar 

oócitos e produzir embriões a partir do cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos. 

Entretanto, apesar de ter representado um avanço na técnica, as taxas de maturação de oócitos a 

partir de folículos pré-antrais caprinos bem como de outras espécies, são ainda baixas quando 

comparadas a oócitos crescidos in vivo puncionados a partir de folículos antrais. Este fato deve-

se, provavelmente, a falhas no desenvolvimento folicular ocorridas durante o cultivo in vitro. 

Inúmeros fatores de crescimento e/ou hormônios, bem como seus receptores e suas vias 

de sinalização tem sido identificados trabalhando em conjunto para o desenvolvimento folicular 

através de mecanismos endócrinos, autócrinos e parácrinos. Os resultados desta tese também 

evidenciaram a participação do NGF, FGF-10 e insulina no desenvolvimento de folículos pré-

antrais caprinos cultivados in situ e em folículos secundários avançados isolados (com 

insulina). Desta forma, as informações aqui obtidas poderão ser utilizadas para aperfeiçoar a 

elaboração e o fornecimento de meios de cultivo capazes de propiciar ótimas condições para um 

completo crescimento folicular, preservando a viabilidade celular e revolucionando a produção 

in vitro de embriões. Entretanto, estudos complementares poderão ser realizados visando à 

utilização destas substâncias em associação e em diferentes momentos de adição, 

caracterizando um meio de cultivo dinâmico, sobre o desenvolvimento de folículos pré-antrais 

in situ e/ou isolados.  
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