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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentrações de melatonina 

isoladamente ou em associação com o hormônio folículo estimulante (FSH) sobre a 

viabilidade, ativação e crescimento in vitro de folículos ovarianos pré-antrais caprinos 

inclusos em fragmentos de tecido ovariano. Para tanto, fragmentos de córtex ovariano 

foram cultivados in vitro por um ou sete dias (a 39ºC em estufa; 5% de CO2 em ar) em 

α-MEM suplementado com diferentes concentrações de melatonina (100, 250, 500 e 

1000 pg/ml) isoladamente ou em associação com 50 ng/ml de FSH. Antes e após o 

cultivo, os folículos pré-antrais foram analisados utilizando histologia clássica, 

microscopia eletrônica de transmissão e de fluorescência, e os folículos foram 

classificados em primordiais, transição, primários e secundários, bem como em normais 

ou atrésicos. Além disso, os diâmetros oocitário e folicular também foram avaliados. Os 

resultados mostraram que, os tratamentos α-MEM
+
, FSH, 500 e 1000 pg/ml de 

melatonina, sendo esta última concentração sozinha ou associada ao FSH, mantiveram a 

percentagem de folículos normais equivalente ao controle fresco (79,31%) após sete 

dias de cultivo. Com relação à ativação folicular, com a progressão do período de 

cultivo de um para sete dias, observou-se um aumento significativo no percentual de 

folículos em desenvolvimento em todas as condições de cultivo, exceto quando os 

folículos foram cultivados na presença de 500 pg/ml de melatonina sozinha ou 

associada a 50 ng/ml de FSH. Além disso, a combinação de 1000 pg/ml de melatonina e 

FSH aumentou significativamente os diâmetros folicular e oocitário quando comparado 

ao controle cultivado (α-MEM
+
) e comparando os períodos de cultivo (um e sete dias). 

As análises ultraestrutural e de fluorescência confirmaram a integridade dos folículos 

cultivados na presença de melatonina (1000 pg/ml) e FSH após sete dias de cultivo. 

Desta forma, o presente estudo mostrou evidências da ação da interação de melatonina e 

FSH sobre a foliculogênese inicial em cabras, uma vez que promoveu o crescimento in 

vitro e manteve a viabilidade de folículos pré-antrais. 

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Folículos ovarianos. Melatonina. FSH. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of different melatonin concentrations 

alone or in combination with follicle-stimulating hormone (FSH) on viability, activation 

and in vitro growth of caprine preantral follicles enclosed in ovarian tissue. To this end, 

fragments of ovarian cortex were cultured in vitro for one or seven days (at 39 ºC; in 

5% CO2 in a humidified incubator) in α-MEM supplemented with different 

concentrations of melatonin (100, 250, 500 and 1000 pg/ml) alone or in combination 

with 50 ng/ml of FSH. Before and after culture, the fragments were fixed and analysed 

by histology, transmission electron microscopy and fluorescent, and the follicles were 

classified as primordial, intermediate, primary and secondary, as well as normal or 

atretic. Moreover, the oocyte and follicle diameters were also evaluated. The results 

showed that only tissues cultured in α-MEM+ alone or supplemented with FSH alone, 

melatonin (500 and 1000 pg/ml) or the combination of FSH and melatonin (1000 pg/ml) 

maintained the percentages of normal preantral follicles similar to the fresh control 

(79.31%) after seven days of culture. With regard to follicular activation, with the 

progression of the culture period from one to seven days, we observed a significant 

increase in the percentage of developing follicles in all culture conditions except when 

follicles were cultured with 500 pg/ml of melatonin or its combination with FSH. In 

addition, the combination of 1000 pg/ml of melatonin plus FSH significantly increased 

follicular and oocyte diameters as compared with α-MEM+ alone and comparing the 

culture periods (one or seven days). The ultrastructural and fluorescent analyses 

confirmed the integrity of follicles cultured with 1000 pg/ml of melatonin plus FSH 

after seven days. In conclusion, the present study showed evidences of the interaction of 

melatonin and FSH on initial folliculogenesis in goats, once it promoved in vitro growth 

and maintained the viability of preantral follicles. 

Keywords: In vitro culture. Ovarian follicles. Melatonin. FSH. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Os recentes avanços obtidos pela aplicação de biotécnicas relacionadas à 

reprodução animal favorecem a multiplicação de animais economicamente atrativos, 

como os caprinos, criados para a produção de carne, leite e pele. Para o aumento da 

eficiência reprodutiva destes animais, a utilização de biotécnicas como a Manipulação 

de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA) vem contribuindo 

para um melhor entendimento da biologia ovariana e consequentemente para a 

maximização do aproveitamento do potencial oocitário.  

O ovário das diferentes espécies mamíferas, como a espécie caprina, contém 

milhares de oócitos imaturos inclusos em folículos pré-antrais (90% dos folículos 

ovarianos) e poucos destes folículos chegam ao estádio de folículo pré-ovulatório, 

sendo eliminados naturalmente por um processo denominado atresia (MCLAUGHLIN; 

MCIVER, 2009). Diante disso, a MOIFOPA surge como uma importante ferramenta 

para resgatar os folículos do ambiente ovariano, manter a sua sobrevivência, 

proporcionar o seu crescimento in vitro e permitir a aquisição da competência dos 

oócitos provenientes destes folículos. Além disso, o desenvolvimento de sistemas de 

cultivo in vitro (ovário artificial) poderia aumentar a disponibilidade de oócitos 

fertilizáveis e trazer, no futuro, um maior impacto sobre a produção in vitro de embriões 

(FIGUEIREDO et al., 2007), uma vez que a obtenção de crias vivas a partir de folículos 

pré-antrais cultivados in vitro somente foi possível em camundongas (O„BRIEN; 

PENDOLA; EPPIG, 2003; HASEGAWA et al., 2006). 

Sabe-se que o crescimento dos folículos presentes no ovário mamífero é 

regulado por hormônios e fatores intra-ovarianos (FORTUNE, 2003) e a avaliação dos 

seus efeitos sobre o desenvolvimento folicular poderá contribuir para a elucidação dos 

mecanismos envolvidos na foliculogênese inicial e no curso da atresia.  Dentre as 

substâncias reguladoras da foliculogênese, podemos destacar o papel do hormônio da 

glândula pineal, melatonina, e sua interação com a gonadotrofina hormônio folículo 

estimulante (FSH). A presença de receptores para melatonina (KANG et al., 2009) e 

FSH (OKTAY; BRIGGS; GOSDEN, 1997) em células ovarianas, bem como a detecção 

de altos níveis de melatonina no fluido folicular (SHI et al., 2009) apoiam a hipótese de 

sua atuação no desenvolvimento folicular. 

Para uma melhor compreensão deste trabalho, a revisão de literatura a seguir 

fará uma explanação sobre a foliculogênese pré-antral e uma atualização dos avanços 
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relativos ao cultivo in vitro de folículos pré-antrais com ênfase na espécie caprina. 

Ainda será abordada a importância da melatonina para a reprodução animal, destacando 

as suas funções na fisiologia ovariana. Parte desta revisão deu origem ao artigo 

intitulado: “Melatonina e reprodução animal: implicações na fisiologia ovariana”, o qual 

está submetido no periódico Acta Veterinaria Brasilica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Ativação de folículos pré-antrais 

Os gametas femininos são estocados no ovário na forma de folículos 

primordiais, que se encontram no ovário em estado de quiescência (FAIR, 2003). O 

crescimento de folículos primordiais é um aspecto fundamental da reprodução das 

fêmeas mamíferas, embora seja um processo ainda pouco compreendido. Para que estes 

folículos entrem em crescimento, é necessária a sua ativação, ou seja, a passagem dos 

folículos do pool de reserva ou quiescência para o pool de folículos em crescimento 

(transição, primário, secundário, terciário e/ou pré-ovulatório). A ativação do folículo 

quiescente é marcada pela retomada da proliferação das células da granulosa, a 

mudança na sua morfologia de pavimentosa para cúbica, bem como o aumento do 

volume do citoplasma e do núcleo do oócito (HIRSHFIELD, 1991). O controle do 

mecanismo de ativação é feito por fatores inibitórios, que mantém o folículo primordial 

em estado de dormência, e estimulatórios, responsáveis pela promoção da sobrevivência 

e ativação destes folículos.  Diversos estudos vêm sendo direcionados para a elucidação 

dos fatores moleculares envolvidos no padrão de sinalização da ativação (REDDY; 

ZHENG; LIU, 2010). Estudos com camundongas modificadas geneticamente mostram 

evidências da atuação da via de sinalização PI3K/PTEN na regulação da quiescência e 

sobrevivência de folículos primordiais (JOHN et al., 2008). Com relação aos fatores 

inibitórios, estudos têm demonstrado que moléculas como PTEN e FOXO3 e o 

hormônio Anti-Mülleriano (AMH) atuam diretamente na manutenção do estado de 

dormência dos folículos primordiais (REDDY et al., 2008). A deleção dos seus genes 

em modelos murinos promoveu ativação irreversível e prematura do pool de folículos 

primordiais. No tocante à sobrevivência de folículos primordiais, estudos em 

camundongas com deleção para os genes PI3K e PDK1 resultaram em degeneração 

prematura de folículos primordiais diretamente em seu estado de quiescência (MORA et 

al., 2004).  

Sabe-se, no entanto, que o número de folículos primordiais que deixa o pool de 

folículos quiescentes é predeterminado e, que os fatores endócrinos (gonadotrofinas) e 

fatores intraovarianos (fatores de crescimento e peptídeos) controlam a ativação e o 

crescimento desses folículos (PICTON et al., 2008). Estudos in vitro demonstraram que 

fatores como Kit Ligand (KL), Fator de Crescimento Fibroblástico-2 (FGF-2) e o Fator 

de Crescimento Epidermal (EGF) promovem a ativação de folículos primordiais (ratas: 
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PARROT; SKINNER, 1999; cabras: MATOS et al., 2007a; CELESTINO et al., 2009). 

A ativação folicular continua assim que é iniciada, independentemente da fase do ciclo, 

idade e gestação (JEWGENOW; PITRA, 1993). A compreensão dos mecanismos 

moleculares envolvidos na manutenção da quiescência de folículos primordiais é 

fundamental para a sua utilização como fonte de oócitos fertilizáveis. 

2.2 Cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

A compreensão das vias de regulação da ativação e do posterior crescimento de 

folículos pré-antrais é essencial para o desenvolvimento de estratégias eficientes para 

evitar a grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo. Desta forma, o cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais destaca-se como importante ferramenta para estudar os 

mecanismos que controlam a foliculogênese e a atresia. 

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

artificial, é uma importante etapa da biotécnica de MOIFOPA. O objetivo desta 

biotécnica é criar um adequado sistema de cultivo in vitro que promova a sobrevivência, 

crescimento, maturação e posterior fecundação de oócitos oriundos de folículos pré-

antrais. Desta forma, no futuro, a MOIFOPA poderá contribuir para a multiplicação de 

animais de alto valor zootécnico ou em via de extinção através do fornecimento de um 

grande número de oócitos provenientes de um mesmo animal, os quais poderão ser 

destinados aos programas de produção in vitro de embriões ou clonagem e posterior 

transferência de embriões (FIGUEIREDO et al., 2008). Para alcançar tais objetivos, é 

essencial o desenvolvimento de um eficiente sistema de cultivo in vitro que contemple 

cada etapa do desenvolvimento folicular. Entretanto, alguns pontos devem ser 

considerados como o sistema de cultivo a ser empregado e a composição do meio de 

cultivo. 

2.3 Sistemas de cultivo in vitro 

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. 

Nestes sistemas de cultivo in vitro, os folículos ovarianos podem ser cultivados inclusos 

no próprio tecido ovariano (in situ) ou na forma isolada. O cultivo in vitro pode aliar 

ainda esses dois sistemas em dois passos, no qual primeiro é realizado o cultivo in vitro 

de folículos primordiais inclusos em fragmentos de tecido ovariano até o estádio de 

primário e secundário, seguido do isolamento destas categorias foliculares e seu 
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posterior cultivo na forma isolada até o estádio antral (O„BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 

2003; TELFER et al., 2008). 

A pequena dimensão dos ovários de camundongos permite o seu cultivo in vitro 

na forma de órgão inteiro, permitindo estudar os fatores que afetam o processo de 

ativação folicular (FORTUNE, 2003). Por outro lado, em animais domésticos, devido às 

grandes dimensões dos ovários, não é possível utilizar este modelo. Para estes animais, 

o cultivo de pequenos fragmentos de córtex ovariano, rico em folículos primordiais, tem 

sido realizado para o estudo da ativação e crescimento de folículos primários (caprinos: 

SILVA et al., 2004; bovinos: BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997; babuínos: WANDJI et al., 

1997; humanos: HOVATTA et al.,1997). O cultivo in situ traz como vantagens a 

manutenção da integridade tridimensional dos folículos ovarianos e da sua interação 

com as células do estroma ovariano.  

O cultivo de folículos isolados apresenta como vantagens a possibilidade do 

acompanhamento individual dos folículos durante o cultivo, além de favorecer melhor 

perfusão do meio para o folículo (ABIR et al., 2006). Este sistema pode ser realizado de 

forma bidimensional (EPPIG; SCHROEDER 1989; 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 tridimensional, na qual o folículo é 

incluso em uma matriz, como por exemplo, o colágeno (CARROLL; WHITTINGHAM; 

WOOD, 1991) e o alginato (WEST et al., 2007). 

2.4 Importância da composição do meio para o desenvolvimento folicular in 

vitro 

O desenvolvimento dos diversos sistemas de cultivo in vitro é essencial para a 

obtenção de resultados promissores no cultivo de folículos pré-antrais. Entretanto, um 

fator ainda limitante para o sucesso destes sistemas é a composição do meio de cultivo. 

Uma variedade de meios de base tem sido utilizada para o crescimento folicular em 

diferentes espécies, como Meio Essencial Mínimo (CORTVRINDT; SMTIZ; VAN 

STEIRTEGHEM, 1996), Meio Waymouth (MURUVI et al., 2005) e Meio McCoy´s 

(TELFER et al., 2008). Esses meios são normalmente ricos em componentes 

importantes para manutenção e crescimento folicular in vitro como eletrólitos, 

antioxidantes, aminoácidos, substratos energéticos e vitaminas (PICTON 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), aumenta 
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o percentual de folículos morfologicamente normais e estimula o crescimento folicular 

(SILVA et al., 2004; DEMEESTERE et al., 2005). 

Sinais endócrinos e fatores de crescimento produzidos por células do estroma ou 

por outros folículos podem exercer grande influência no desenvolvimento folicular. 

Assim, várias pesquisas têm investigado o efeito de hormônios e fatores de crescimento 

(FIGUEIREDO et al., 2007) no cultivo in vitro de folículos pré-antrais. Entretanto, 

hormônios como a melatonina e sua interação com o FSH ainda não foram testados no 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos, os quais terão destaque e serão 

descritos a seguir. Além disso, o capítulo I desta dissertação abordará uma revisão de 

literatura sobre a melatonina e seus possíveis efeitos ovarianos. 

2.5 Hormônio Folículo Estimulante (FSH) 

O FSH está envolvido na proliferação e diferenciação das células da granulosa in 

vitro. Aparentemente, níveis basais de FSH são necessários para o desenvolvimento de 

pequenos folículos (VAN DEN HURK; BEVERS; BECKER, 1997). Existem hipóteses 

de que o número de folículos primordiais que deixa o pool de folículos quiescentes é 

predeterminado, e que o FSH age sobre o processo de ativação folicular (MATOS et al., 

2007b; MAGALHÃES et al., 2009). A ligação do FSH é restrita às células da granulosa 

e resulta em uma variedade de reações, tais como a estimulação da proliferação destas 

células e a síntese de esteróides. Entretanto, estudos têm mostrado que folículos 

ovarianos pré-antrais conseguem se desenvolver, independente da ação do FSH.  

Os receptores para o FSH se expressam nas células da granulosa a partir do 

estádio de folículos primários (OKTAY; BRIGGS; GOSDEN, 1997). Apesar dos 

receptores de FSH não estarem presentes em folículos primordiais, esta gonadotrofina 

pode exercer um efeito indireto sobre o desenvolvimento folicular inicial através da 

liberação de fatores parácrinos produzidos por folículos maiores ou pelas células do 

estroma ovariano (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Alguns trabalhos demonstraram 

que o FSH regula a expressão de vários fatores de crescimento, tais como KL, Fator de 

Crescimento e Diferenciação-9 (GDF-9) e Proteína Morfogenética-15 (BMP-15), que 

têm um papel importante na ativação e no posterior crescimento folicular (THOMAS et 

al., 2005).  

Outros autores demonstraram que o FSH pode promover o desenvolvimento in 

vitro de folículos pré-antrais e a formação de antro em camundongas (SPEARS et al., 

1998), ratas (MCGEE et al., 1997), mulheres (WRIGHT et al., 1999), vacas 



26 
 

(GUTIERREZ et al., 2000), cabras (ZHOU; ZHANG, 2005), ovelhas (CECCONI et al., 

1999) e porcas (MAO et al., 2002). Recentemente foi demonstrado em ovinos 

(ANDRADE et al., 2005) e caprinos (MATOS et al., 2007b; MAGALHÃES et al., 

2009) que a adição de FSH ao meio de cultivo in vitro de folículos pré-antrais é 

importante para a manutenção da viabilidade e para promover a ativação e o 

crescimento folicular. Além disso, a adição de FSH de modo sequencial ao meio de 

cultivo de folículos pré-antrais caprinos isolados permitiu a obtenção de embriões 

(SARAIVA et al., 2010).  

2.6 Estado atual do cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

É indiscutível que grandes progressos já tenham sido observados no cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais em diferentes espécies animais. No tocante ao 

desenvolvimento de folículos primários e secundários isolados, em algumas espécies 

como em felinos (JEWGENOW; STOLTE, 1996) e em marsupiais (BUTCHER; 

ULLMAN, 1996), foi observado o crescimento folicular após o cultivo in vitro, porém 

sem a formação de antro. Nas espécies bovina (GUTIERREZ et al., 2000) e humana 

(ROY; TREACY, 1993), folículos secundários isolados desenvolveram-se in vitro até o 

estádio antral. Em suínos, bubalinos, ovinos e caprinos, folículos secundários crescidos 

in vitro produziram oócitos maturos que foram posteriormente fecundados in vitro 

resultando em produção embrionária (WU; EMERY; CARREL, 2001; GUPTA et al., 

2008; ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010; SARAIVA et al., 

2010; MAGALHÃES et al., 2011a). 

Embora o grande avanço no cultivo in vitro de folículos pré-antrais com as 

espécies supracitadas, os resultados mais satisfatórios têm sido observados em animais 

de laboratório. CARROLL et al. (1990) obtiveram o nascimento de camundongos após 

criopreservação, crescimento, maturação e fecundação in vitro de oócitos oriundos de 

folículos primários. Os melhores resultados foram observados por O´BRIEN et al. 

(2003) que obtiveram o nascimento de 53 camundongos a partir de folículos primordiais 

desenvolvidos, maturados e fecundados in vitro. Apesar desses resultados, o rendimento 

referente à produção de oócitos maturos a partir de folículos pré-antrais é extremamente 

baixo e variável devido à inadequação dos meios de cultivo disponíveis. 

2.7 Técnicas para análise da sobrevivência e do desenvolvimento folicular 

após o cultivo in vitro 
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A avaliação da qualidade folicular após o cultivo in vitro pode ser realizada por 

diferentes técnicas. Dentre elas, podemos destacar a histologia clássica (HC), a 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) e a microscopia de fluorescência. 

A HC é uma importante técnica de análise folicular 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. Tal técnica permite, 

portanto a classificação dos folículos quanto ao seu estádio de desenvolvimento 

(primordial, intermediário, primário ou secundário), e ainda quanto às suas 

características morfológicas (normais ou atrésicos). Entretanto, a HC possui como 

desvantagens não permitir a avaliação da integridade das membranas plasmática e 

nuclear e das organelas citoplasmáticas. Vale salientar que tal técnica pode ser realizada 

tanto em folículos isolados, como naqueles inclusos em fragmentos de córtex ovariano 

(MATOS et al., 2007c). 

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). Ela se mostra como uma 

ferramenta valiosa para detectar modificações morfológicas iniciais devido à atresia, as 

quais podem ser observadas apenas em 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). 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). 

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 

(CORTVRINDT; SMITZ, 2001; 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; 

MAGALHÃES et al., 2011b). Nesses trabalhos, os folículos foram analisados por 
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fluorescência com base na detecção simultânea de células vivas e mortas marcadas por 

calceína-AM e pelo etídio homodímero-1, respectivamente. Enquanto a primeira sonda 

detecta atividade da esterase intracelular, enzima característica de células viáveis, a 

outra cora ácidos nucléicos em células não-viáveis, com ruptura na membrana 

plasmática (LOPES et al., 2009).  

 Em adição às técnicas de avaliação da sobrevivência folicular após cultivo in 

vitro, foram desenvolvidos métodos de análise do início do crescimento de folículos 

primordiais através da utilização de marcadores de atividade proliferativa celular 

(WANDJI; EPPIG; FORTUNE, 1996). Dentre os marcadores mais utilizados, podemos 

citar bromo-deoxiuridina (BrdU), antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e 

timidina- H
3
. O BrdU é um marcador não-radioativo para a síntese de DNA in vitro. A 

incorporação de BrdU ao DNA das células na fase S do ciclo celular pode ser utilizada 

como um indicador de atividade proliferativa (JEWGENOW, 1998). O PCNA também 

é um marcador expresso em células em crescimento e proliferação, entretanto este 

antígeno é uma proteína auxiliar da DNA polimerase delta, que está envolvida no 

processo de reparo do DNA (DOWNEY; TAN; SO, 1990). Já a timidina-H
3
 é um 

marcador radioativo normalmente utilizado para determinar a atividade proliferativa de 

células da granulosa e da teca (MATOS et al., 2007c).  

O crescimento e a diferenciação dos folículos cultivados in vitro também podem 

ser refletidos pela secreção de esteróides. Considerando o seu pequeno tamanho, os 

folículos secretam relativamente grandes quantidades de esteróides, tais como o 

estrógeno e a progesterona (LIU et al., 2001). Em geral, a produção esteroidogênica ao 

final do cultivo pode ser detectada por radioimunoensaio, através do meio coletado e 

armazenado a – 20 ºC até o momento da análise. 
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Melatonina e reprodução animal: implicações na fisiologia ovariana 

(Melatonin and animal reproduction: implications on ovarian physiology) 
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RESUMO 

A atividade reprodutiva das espécies mamíferas pode ser relacionada ao período do ano 

mais propício para o nascimento das crias. A duração do período de luz (fotoperíodo) 

está fortemente relacionada a esse mecanismo por intermédio da secreção de melatonina 

pela glândula pineal. A melatonina é o neurotransmissor responsável por mediar às 

informações diárias do ciclo de luz/escuridão, informando ao organismo a duração da 

noite e, conseqüentemente, o período do ano correspondente. A presença de seus 

receptores em células hipotalâmicas e células gonadotróficas da hipófise explicam os 

efeitos da melatonina na secreção de gonadotrofinas (Hormônio folículo estimulante-

FSH e Hormônio luteinizante-LH) e na organização dos ritmos sazonais. Além da sua 

atuação sistêmica, estudos têm sugerido uma atuação deste hormônio na fisiologia 

ovariana, uma vez que foram detectadas altas concentrações de melatonina no fluido 

folicular e a presença de seus receptores em células foliculares. Além disso, a sua 

atuação como antioxidante pode estar associada a vários eventos como o 

desenvolvimento folicular, a maturação oocitária, a ovulação e a função luteal. Dessa 

forma, a presente revisão fará uma abordagem geral da influência da melatonina na 

reprodução animal, enfatizando suas ações sobre a fisiologia ovariana. 
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ABSTRACT 

The reproductive activity of mammalian species can be related to the most propitious 

time of the year to the birth of offspring. The light period duration (photoperiod) is 

strongly related to this mechanism through the secretion of melatonin by pineal gland. 

Melatonin is the neurotransmitter responsible for mediate the daily information of 

light/dark cycle, informing the night duration to the body and, consequently the 

correspond time of the year. The presence of melatonin receptor sites in the 

hypothalamus and the pituitary gland explain its effects on the secretion of pituitary 

hormones (Follicle stimulating hormone-FSH and Luteinizing hormone-LH) and 

sazonal rhythm organization. In addition to its systemic action, reports have 

demonstrated an influence in the ovarian physiology, since high levels in follicular fluid 

were detected and the presence of melatonin receptors in the ovarian cells has been 

found. Also, its important function as an antioxidant can influence follicular growth, 

oocyte maturation, ovulation and luteal function. The purpose of this article is to review 

the melatonin influence in the animal reproduction, especially in the ovarian 

physiology. 

 

Key words: photoperiod, folliculogenesis e antioxidant 
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INTRODUÇÃO 

A atividade reprodutiva das espécies mamíferas está diretamente relacionada à 

adaptação às condições ambientais, tais como temperatura e disponibilidade de 

alimentos (Goldman, 2001), a qual pode ser restrita ao período do ano que coincide com 

condições mais propícias para o nascimento das crias. Este mecanismo de restrição é 

regulado por intermédio da secreção de um hormônio, denominado melatonina, 

sintetizada e secretada durante a noite (ciclo escuro) pela glândula pineal. Conforme os 

dias começam a ficar mais curtos, a exposição dos animais à melatonina aumenta, 

informando ao organismo a duração da noite e conseqüentemente, o período do ano 

correspondente (Srinivasan et al., 2009). 

Em espécies consideradas de dias curtos, como os ovinos e caprinos, o aumento 

na secreção de melatonina estimula a secreção do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) pelo hipotálamo. No caso de animais de dias longos, como os eqüinos, o 

aumento da exposição à melatonina tem efeito oposto, inibindo a secreção de GnRH 

pelo hipotálamo. Assim, as diferenças na extensão do dia são reconhecidas e 

transformadas em sinais capazes de ligar ou desligar a atividade sexual de forma 

espécie-específica (Srinivasan et al., 2009). 

Além da atividade sistêmica da melatonina, estudos têm sugerido uma atuação 

deste hormônio sobre a fisiologia ovariana, uma vez que foram detectadas altas 

concentrações de melatonina no fluido folicular (Rönnberg et al., 1990). 

Adicionalmente, a presença de receptores de melatonina nas células foliculares de ratas 

e camundongas (Soares et al., 2003; Lee et al., 2001) sugerem uma possível produção 

de melatonina no ovário (Itoh et al., 1999). Sua atuação bem-documentada como 

antioxidante pode estar associada ao desenvolvimento folicular e à qualidade oocitária, 

interferindo em processos como a maturação oocitária e ovulação (Tamura et al., 2008). 
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Considerando estas informações, a presente revisão tem como objetivo abordar de 

maneira geral a influência da melatonina sobre a reprodução animal, enfatizando suas 

ações sobre a fisiologia ovariana. 

 

FOTOPERÍODO E FOTOPERIODISMO 

O fotoperíodo consiste na duração do período de luz de um determinado lugar, 

dependendo da latitude e da estação do ano, e é representado pelo comprimento de um 

dia. Já a capacidade dos animais reagirem à duração da luminosidade diária a que estão 

submetidos é denominada de fotoperiodismo. A maioria das espécies mamíferas usa a 

detecção de modificações no fotoperíodo para registrar mudanças estacionais, regulando 

o seu comportamento reprodutivo sazonal (fotoperiodismo). Estas alterações no ciclo de 

luz-escuro afetam a atividade hormonal da glândula pineal, que desempenha um 

importante papel no controle neuroendócrino do ritmo circadiano e da fisiologia 

reprodutiva (Aleandri et al., 1996). A conversão de sinais ambientais em mensagens 

neuroendócrinas é feita via retina ao núcleo supraquiasmático do hipotálamo, o qual 

funciona como um controle autônomo para o gânglio cervical superior, de onde as fibras 

ganglionares posteriores alcançam finalmente a pineal (Maganhin et al., 2009). 

Os primeiros achados em mamíferos que relacionam o fotoperíodo como um 

marcador sazonal foram relatados por Baker & Ranson (1932). Eles observaram que em 

ratazanas do campo mantidas em 15 horas/luz/dia, a reprodução ocorria. Entretanto, 

quando expostas por um período de 9 horas/luz/dia, a reprodução era bloqueada. Desde 

então, o fotoperiodismo tem se mostrado como o maior sincronizador das funções 

sazonais em muitas espécies de mamíferos (Malpaux et al., 2001). Nos animais 

chamados sazonais, variações no ciclo reprodutivo anual ocorrem em função das 



35 
 

mudanças no fotoperíodo e no perfil de secreção da melatonina, sendo classificados 

como animais de fotoperíodo curto ou longo. 

Em animais de fotoperíodo longo, como roedores, hamsters e camundongos, a 

estação reprodutiva ocorre somente nos dias longos (verão), quando as noites são mais 

curtas (Silman, 1993). A exposição destas espécies a fotoperíodos curtos provoca a 

inibição do sistema reprodutivo com involução testicular em machos e anestro em 

fêmeas (Lercl & Nieschlag, 1992). Em contraste, em animais de fotoperíodo curto, 

como ovinos e caprinos, a atividade reprodutiva está associada a uma queda no 

fotoperíodo, com estação reprodutiva no outono e no inverno.  

A melatonina exerce um efeito estimulatório no eixo reprodutivo das espécies de 

dias curtos. Em cabras, observou-se um perfil sérico de secreção da melatonina de 

acordo com as estações anuais: picos séricos no outono e inverno e queda na primavera 

e verão (Alila-Johansson et al., 2001). Estudos em ovelhas pinealectomizadas tratadas 

com melatonina mostraram que a mimetização do padrão de dias curtos produziu um 

aumento na freqüência dos pulsos de Hormônio Luteinizante (LH) (Bittman et al., 

1985). Além disso, foram observadas alterações na concentração de melatonina em 

nível folicular de acordo com o fotoperíodo. A mensuração dos níveis de melatonina em 

fluido folicular de folículos pré-ovulatórios de mulheres mostrou uma maior 

concentração (213.4 ± 18.9 pmol/1) durante os meses do outono e inverno do que os 

meses de primavera e verão (138.4 ± 12.5 pmol/1) (Yie et al., 1995).  

 

EIXO HIPOTALÂMICO-HIPOFISÁRIO-GONADAL 

A reprodução é uma função complexa orquestrada pelo eixo hipotalâmico-

hipofisário-gonadal (HHG). Os neurônios hipotalâmicos apresentam uma secreção 
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pulsátil do GnRH que estimula a liberação  do hormônio folículo estimulante (FSH) e 

LH da hipófise anterior. Estas gonadotrofinas, por sua vez, atuam nas gônadas para 

estimular a produção de esteróides (testosterona, estrógeno e progesterona) e promover 

a gametogênese. Os esteróides gonadais controlam os caracteres sexuais secundários e 

também fazem feed-back com o sistema nervoso, onde influenciam o comportamento 

sexual e modulam a secreção de GnRH e gonadotrofinas (Sisk & Foster, 2004). 

Em espécies sazonais, a reprodução é regulada através da modulação do eixo 

HHG pela melatonina. Isso ocorre através da ativação de receptores de melatonina 

encontrados em diferentes locais: neurônios hipotalâmicos liberadores de GnRH, 

hipófise anterior, gonadotrofos e lactótrofos da hipófise posterior, ovários e testículos 

(Vanecek, 1998; Roy et al., 2001; Frungieri et al., 2005). 

A regulação do eixo reprodutivo tem sido relatada a partir da maturação sexual. 

Em humanos, tem sido sugerido que o padrão de secreção noturno de melatonina 

durante a infância inibe a secreção hipotalâmica de GnRH. Antes da puberdade, as 

concentrações de melatonina são muito altas para permitir a ativação hipotalâmica 

(Buchanan et al., 2001). Porém, aos nove ou dez anos de idade, um declínio na 

melatonina sérica sinaliza o hipotálamo e o inicio da puberdade. O mecanismo pelo qual 

a melatonina inibe o eixo reprodutivo até a puberdade não é claro. Porém há evidências 

de que a melatonina esteja envolvida no controle da secreção pulsátil de LH (Cavallo, 

1993). 

A partir da puberdade, a melatonina irá apresentar efeitos estimulatórios ou 

inibitórios sobre o eixo HHG dependendo da espécie. Em roedores de laboratório, o 

efeito da melatonina sobre o eixo HHG é predominantemente inibitório. Em células 

liberadoras de GnRH com expressão de receptores para melatonina (MT1 e MT2), 
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observou-se que a melatonina reduziu a expressão do mRNA para o GnRH (Roy et al., 

2001). Isso sugere a possibilidade de um efeito direto da melatonina na secreção de 

GnRH em neurônios hipotalâmicos. Por outro lado, estudos recentes sugerem um efeito 

indireto na regulação do eixo HHG através do estímulo da secreção de proteínas 

denominadas de kisseptinas (Berlinguer et al., 2009). Considerando que as kisseptinas 

potencialmente influenciam a secreção de FSH/LH, a ativação dessa via endócrina pela 

melatonina poderia gerar um ambiente hormonal mais propício para o crescimento 

folicular e a maturação oocitária. 

 

SÍNTESE DA MELATONINA 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina produzida a partir 

do aminoácido triptofano, principalmente na glândula pineal, como também em outros 

locais: retina, glândula lacrimal extra-orbitária, trato gastrointestinal, pele e ovário 

(Hardeland et  al., 1993; Huether, 1993; Itoh et al., 1999).   

Na glândula pineal, a via biossintética da melatonina inicia com a conversão do 

triptofano em 5-hidroxitriptofano por intermédio da ação da triptofano-5-hidroxilase (T-

5-H). Seguindo a rota, a enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTD) catalisa a 

oxidação do 5-hidroxitriptofano em serotonina. Seqüencialmente, a serotonina é 

convertida em N-acetilserotonina através de uma reação de acetilação da enzima N-

acetiltransferase (NAT) e por fim, a enzima citosólica hidroxindol-O-metiltransferase, 

atualmente denominada acetilserotonina O-metiltransferase (ASOMT) (Reiter et al., 

2009), catalisa a reação de metilação para a formação da melatonina. A figura 1 mostra 

as diferentes etapas envolvidas na biossíntese de melatonina. 
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Figura 1. Etapas envolvidas na biossíntese da melatonina. Precursores e enzimas 

participantes da síntese de melatonina em qualquer tipo celular. 

Além da produção central de melatonina, achados apontam para uma possível 

produção intrínseca de melatonina no ovário. Itoh et al. (1999), através da técnica de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, detectaram a presença dos precursores 

serotonina e N-acetilserotonina e a atividade das enzimas NAT e ASOMT em extratos 

de ovário humano. Além disso, a melatonina pode ser encontrada em altas 

concentrações no fluido folicular de folículos pré-ovulatórios humanos, com 

concentrações significativamente maiores que as concentrações periféricas (Rönnberg et 

al., 1990). Este fato sugere que seja possível a regulação da reprodução pela melatonina 

em nível folicular, uma vez que este hormônio está presente no ovário.  

 

EXPRESSÃO DOS RECEPTORES E PADRÕES DE SINALIZAÇÃO DA 

MELATONINA  

A ação da melatonina nas células de espécies mamíferas pode ocorrer de quatro 

formas: 1) através de sua ligação a proteínas intracelulares como a calmodulina; 2) 
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“sequestro” de radicais livres; 3) ligação a receptores nucleares da família “orphan” e 4) 

ligação a receptores de melatonina localizados na membrana plasmática (Macchi & 

Bruce, 2004). 

Em mamíferos, são descritos dois principais tipos de receptores de melatonina 

acoplados à membrana celular: MT1 e MT2. Ambos são pertencentes à família de 

receptores ligados à proteína G, os quais possuem estruturas moleculares, características 

farmacológicas e localizações cromossômicas distintas entre si (Slaugenhaupt et al., 

1995; Reppert et al., 1996; Dubocovich et al., 1997). Os receptores MT1 e MT2 

apresentam estrutura protéica com 350 e 362 aminoácidos, respectivamente, com pesos 

moleculares calculados entre 39-40 KDa (Rivera-Bermudez et al., 2004). Estes 

receptores pertencem a um grupo distinto dentro da superfamília de receptores 

acoplados à proteína G que apresentam um domínio NRY, e não o domínio DRY (ou 

ERY), presente em todos os outros receptores desta superfamília (Reppert et al., 1996). 

Este domínio presente no receptor MT1 está envolvido na sinalização celular. 

Os receptores MT1 e MT2 são constituídos pelas proteínas heterotriméricas Gi: 

α, β e γ. A ativação destes receptores promove a dissociação das proteínas G em 

dímeros α e βγ, que interagem com várias moléculas efetoras envolvidas na transmissão 

da sinalização celular (Masana et al., 2001). Os efeitos incluem mudanças em 

nucleotídeos cíclicos intracelulares (cAMP, cGMP) e níveis de cálcio, ativação de 

certos subtipos de proteínas quinases C, localização intracelular de receptores de 

hormônios esteróides e a regulação de proteínas G sinalizadoras (Pandi-Perumal et al., 

2008). Alguns sistemas efetores envolvidos na sinalização dos receptores de melatonina 

incluem adenilil ciclase, fosfolipase C, fosfolipase A2, canais de potássio e cálcio e 

guanilil ciclase (Dubocovich & Markowska, 2005). No entanto, dependendo do tecido, 
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órgão e espécie, a melatonina ativa diferentes cascatas de segundos mensageiros pela 

interação com o mesmo tipo de receptor. 

Outro ponto importante a ser observado é a existência de um terceiro receptor de 

melatonina, MT3, relacionado a locais de ligação nucleares (Vincent et al., 2010). Este 

terceiro receptor é uma enzima identificada como uma quinona redutase 2, membro da 

superfamília de receptores nucleares RZR/ROR (Mor et al., 1999). As quinonas 

redutases participam da proteção contra estresse oxidativo pela prevenção das reações 

de transferências de elétrons das quinonas (Pendi-Perumal et al., 2006). 

Os receptores para melatonina estão localizados em diversos compartimentos no 

organismo. No sistema reprodutor feminino, foram identificados RNAm para os 

receptores MT1 e MT2 em células da granulosa ovarianas (Niles et al., 1999; Soares et 

al., 2003). Isto sugere que este hormônio pode ter uma ação sobre a esterodoigênese 

dessas células e sobre a função folicular (Webley & Leidenberger, 1986; Tamura et al., 

1998). Após estudar células da granulosa-luteais humanas, Woo et al. (2001)  

mostraram que a melatonina pode regular a produção de progesterona (P4) e a 

expressão gênica para receptores de GnRH e LH. Além disso, em células ovarianas, 

fatores como estrógenos endógenos regulam a atividade funcional dos receptores de 

melatonina (Masana et al., 2005). 

 

FUNÇÕES DA MELATONINA 

 Antioxidante 

Ianas et al. (1991) foram os primeiros a sugerirem que a melatonina poderia 

funcionar como um antioxidante. Numerosos estudos subseqüentes têm confirmado o 
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efeito antioxidante deste hormônio e vários artigos de revisão têm relatado a extensiva 

pesquisa publicada nesse campo.  

A melatonina tem a capacidade de seqüestrar ambas as espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERN) incluindo ânion superóxido (O2
-
), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), óxido nítrico (NO
.
), e ânion peroxinitrito 

(ONOO
-
) (Allegra et al., 2003). A melatonina por si só não é apenas um “seqüestrador” 

de radicais livres, mas os metabólitos que são formados durante essas interações (i.e., 3-

hidroximelatonina cíclica, N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina, e N1-acetil-5-

metoxikinuramina) são da mesma forma excelentes antioxidantes (Reiter & Tan, 2003). 

Conforme constatado para outras substâncias, estudos in vitro indicam que dependendo 

da concentração, a melatonina poderá apresentar atividade antioxidante ou pró-oxidante 

(Vijayalaxmi et al., 2004). 

Em um sistema in vitro acelular, Tan et al. (1993) documentaram a habilidade da 

melatonina em neutralizar radicais hidroxil altamente tóxicos mais eficientemente que a 

glutationa reduzida (um antioxidante endógeno) e melhor que o manitol (um 

antioxidante encontrado em plantas). Além disso, o radical peroxil, que é produzido 

durante a oxidação de ácidos polinsaturados, é “seqüestrado” pela melatonina com uma 

eficiência maior que a da vitamina E, e duas vezes mais efetiva que o trolox, análago 

sintético da vitamina E, solúvel em água (Pieri et al., 1994). A melatonina também é 

capaz de reduzir quantidades excessivas de óxido nítrico, conhecido por causar 

mudanças citotóxicas nas células (Noda et al., 1999). 

Os mecanismos envolvidos na ação antioxidante da melatonina estão no fato de 

tratar-se de uma molécula altamente eletroreativa. Ela age primariamente como um 

poderoso doador de elétrons e detoxifica espécies reativas de oxigênio eletrodeficientes 
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(Vijayalaxmi et al., 2002). Além deste mecanismo de ação, a melatonina estimula a 

atividade de outras enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase (Tamura et al., 2008). Estudos têm 

mostrado que a melatonina melhora os níveis intracelulares de glutationa por estimular a 

enzima limitante de sua biossíntese, γ-glutamilcisteína sintetase. Baydas et al. (2002) 

encontraram que uma deficiência de melatonina induzida por uma pinealectomia 

reduzia a atividade da glutationa peroxidase em vários tecidos de ratos. Ozturk et al. 

(2000) observaram elevados níveis na atividade da SOD após administração de 10 

mg/kg de melatonina por sete dias, enquanto Liu & Ng (2000) relataram uma melhora 

na atividade da SOD após uma única injeção de melatonina (5 mg/kg). 

 

AÇÃO DA MELATONINA NA FISIOLOGIA OVARIANA 

Crescimento e atresia folicular 

 A população folicular ovariana pode variar de milhares (ovinos e caprinos - 

Amorim et al., 2000; Lucci et al., 1999) a milhões (mulheres - Erickson, 1986) e pode 

ser classificada em dois grandes grupos: folículos pré-antrais ou não-cavitários 

(primordial, primário e secundário) e folículos antrais ou cavitários (terciário e pré-

ovulatório) (Figura 2). O desenvolvimento folicular ovariano é um processo complexo 

que envolve mecanismos endócrinos, parácrinos e autócrinos. A foliculogênese, evento 

iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, pode ser definida como o processo de 

formação, crescimento e maturação folicular, iniciando-se com a formação do folículo 

primordial e culminando com o estádio de folículo pré-ovulatório (Van Den Hurk & 

Zhao, 2005). Os mecanismos que controlam a foliculogênese ainda não estão 
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plenamente esclarecidos, entretanto sabe-se que diversos fatores de crescimento e 

hormônios estão envolvidos. 

 

Figura 2. Estádios do desenvolvimento folicular nas fases pré-antral e antral. 

Um dos fatores hormonais que se acredita regular o desenvolvimento folicular é 

a melatonina. Os estudos que demonstram a presença de seus receptores (MT1 e MT2) 

(Soares et al., 2003; Lee et al., 2001; Yie et al., 1995; Niles et al., 1999) no folículo 

suportam a hipótese de sua atuação na fisiologia ovariana. Entretanto, ainda são 

deficientes os estudos que relacionam a ação da melatonina sobre a foliculogênese e 

ainda há poucas informações sobre a sua atuação na fase inicial, ou pré-antral. Adriaens 

et al. (2006) observaram que a utilização de 100 μM de melatonina aumentou a 

produção de P4 e androstenediona (A4) em folículos secundários (100-130 μm de 

diâmetro) de camundongas cultivados por 12 dias, enquanto a adição de doses elevadas 

deste hormônio (2 mM) foi tóxica aos folículos, diminuindo a viabilidade folicular. 

Contrariamente, em um estudo para avaliar a capacidade radioprotetora da melatonina 

para prevenir a atresia folicular provocada por radiação-γ, Kim & Lee (2000) ao utilizar 

melatonina exógena (100 μg) em camundongas encontraram uma maior proporção de 
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folículos em estádio inicial de desenvolvimento (primordiais e primários) em 

comparação ao grupo irradiado. 

Por outro lado, o estudo da ação da melatonina na foliculogênese antral, ou seja, 

sobre folículos que apresentam antro é melhor elucidado. Já foi detectada a presença de 

melatonina em fluído folicular de folículos pré-ovulatórios humanos em concentrações 

superiores às concentrações séricas (Rönnberg et al., 1990). Em um estudo com 

mulheres submetidas à fertilização in vitro (FIV) e transferência de embriões (TE), as 

concentrações de melatonina em grandes folículos (> 10 mm) foram superiores às de 

pequenos folículos (< 10 mm) (Nakamura et al., 2003). Entretanto, Shi et al. (2009), em 

um modelo suíno, relataram que pequenos folículos (< 3 mm) continham concentrações 

de melatonina significativamente superiores aos médios (3 – 8 mm) e grandes (< 8 mm) 

folículos. 

As elevadas concentrações foliculares de melatonina podem ser devidas a uma 

fonte externa ou uma possível produção intrínseca no ovário. Itoh et al. (1999) 

detectaram a presença dos precursores serotonina e N-acetilserotonina e a atividade das 

enzimas NAT e ASOMT em extratos de ovário humano. Entretanto, há um consenso 

entre os pesquisadores ao afirmarem que a melatonina encontrada no fluído folicular é 

derivada da circulação periférica. Tamura et al. (2008) observaram que o tratamento de 

mulheres inférteis com melatonina (3 mg via oral) resultou em maiores concentrações 

de melatonina em seu fluído folicular (após tratamento: 432 ± 260 pg/ml vs. controle: 

112 ± 51 pg/ml). 

Os folículos antrais recrutados para o crescimento são caracterizados pela 

expressão de RNAm para enzimas esteroidogênicas, receptores para gonadotrofinas e 

fatores reguladores locais. Woo et al. (2001) demonstraram a ação da melatonina na 
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modulação da resposta folicular ao LH através do aumento da expressão de RNAm para 

receptores de LH em células da granulosa em humanos. 

Além disso, a melatonina pode estimular o desenvolvimento folicular por 

promover o aumento da produção do fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-

I), um importante fator de crescimento mitógeno nas células da granulosa (Schaeffer & 

Sirotkin, 1997). Picinato et al. (2008) demonstraram um efeito da melatonina (0,1 mM) 

na expressão do receptor de IGF-I. Outros estudos demonstram a ação da melatonina na 

prevenção da apoptose (mecanismo de morte celular), através da indução da expressão 

de Bcl2 e reduzindo a atividade da caspase-3 (Guha et al., 2007; Molpeceres et al., 

2007). Os membros da família Bcl2 e as enzimas denominadas caspases são importantes 

para a regulação da apoptose e a sua deleção reduz o número de folículos saudáveis 

(Ratts et al., 1995). 

Esteroidogênese 

Esteróides ovarianos desempenham um papel essencial na foliculogênese 

mamífera. Tem sido demonstrado que uma característica predominante dos folículos 

dominantes é a sua grande capacidade de produzir esteróides, especialmente o 17β-

estradiol (E2). A aquisição da capacidade esteroidogênica parece estar, portanto, 

envolvida com a seleção de folículos dominantes com boa qualidade oocitária (Yuan et 

al., 2008). 

Alguns estudos sugerem que a melatonina pode modular a esteroidogênese das 

células foliculares. Tanavde & Maitra (2003) investigaram a expressão dos genes CYP 

11A, CYP17 e CYP 19, específicos para a produção de P4, A4 e E2, respectivamente, em 

folículos antrais suínos expostos à melatonina. Neste sistema, a melatonina inibiu CYP 
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11A (devido a um feed-back negativo relacionado às altas concentrações de P4) e CYP 

17, porém sem efeitos na expressão de CYP 19. 

A maioria dos estudos in vitro tem demonstrado efeitos estimulatórios da 

melatonina sobre a produção de P4 em células da granulosa de ratas (Fiske et al., 1984), 

vacas (Webley & Luck, 1986), ovelhas (Baratta & Tamanini, 1992) e mulheres 

(Brzezinski et al., 1992). Além disso, a utilização de 100 ng/ml de melatonina estimulou 

a produção de P4 e A4 em um cultivo de 30 horas em folículos antrais suínos (Tanavde 

& Maitra, 2003). Entretanto, Sirotkin (1994) reportaram um efeito inibitório da 

melatonina sobre a produção de P4 em células da granulosa nesta mesma espécie.  

Com relação à produção de E2, alguns estudos têm sugerido um efeito 

estimulatório da melatonina na produção de E2 em células da granulosa de suínos e 

humanos (Yie et al., 1995; Sirotkin, 1994). Entretanto, a maioria dos estudos não 

demonstra efeitos estimulatórios da melatonina em células da granulosa de mulheres 

(Brzezinski et al., 1992), vacas (Webley & Luck, 1986), ovelhas (Baratta & Tamanini, 

1992) e hamsters (Tamura et al., 1998). 

Maturação oocitária e desenvolvimento embrionário 

Apesar dos grandes avanços em biotecnologias reprodutivas, a baixa qualidade 

oocitária permanece como um grande problema para infertilidade feminina. Dentre os 

fatores concorrentes para o desenvolvimento oocitário, podemos citar a produção das 

EROs dentro do folículo ovariano principalmente durante o processo ovulatório, e o 

estresse oxidativo desencadeado por eles (Sugino, 2005). O equilíbrio entre a produção 

de ERO e a habilidade dos antioxidantes em reduzi-los é um importante fator para a 

maturação oocitária e o desenvolvimento embrionário. A melatonina apresenta-se, 
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portanto, como um fator em potencial para proteger o oócito e suas células circundantes 

contra os danos ocasionados pelo estresse oxidativo. 

Em suínos, a suplementação do meio de maturação oocitária in vitro com 

melatonina (10 ng/ml) resultou em um maior percentual de oócitos em metáfase II e 

uma porcentagem significativamente superior de blastocistos, embora sem efeitos sobre 

as taxas de clivagem e o número de células do blastocisto (Kang et al., 2009). 

Entretanto, quando Shi et al. (2009) realizaram uma suplementação simultânea do meio 

de maturação oocitária e do meio de cultivo de embriões suínos com melatonina (10 
-9

 

M), foram obtidas melhores taxas de clivagem e formação de blastocisto (79 ± 8,4% e 

35 ± 6,7%, respectivamente). Em caprinos, a suplementação in vivo com melatonina (3 

mg) não afetou a maturação oocitária in vitro, entretanto promoveu uma taxa de 

clivagem (82,5%) e formação de blastocistos (31,5%) significativamente superior em 

comparação ao controle (Berlinguer et al., 2009). Manjunatha  et al. (2008) utilizaram 

20 e 50 μM de melatonina no meio de maturação de oócitos bubalinos e obtiveram 

maiores percentuais de maturação oocitária (90,3% e 88,8%, respectivamente) e 

produção embrionária (28,4 e 27,2%, respectivamente). 

A melatonina também tem sido testada com sucesso para promover o 

desenvolvimento de embriões de camundongos in vitro (Ishizuka et al., 2000). Além 

disso, não foram demonstrados efeitos prejudiciais no desenvolvimento embrionário de 

ratos ou camundongos durante testes de toxicidade in vitro ou in vivo (Jahnke et al., 

1999). Em ovinos, a melatonina (1 μg/ml) melhorou a sobrevivência de embriões 

descongelados, aumentou a taxa de embriões eclodidos após 24 horas e reduziu o 

percentual de embriões degenerados ao final do cultivo in vitro (Abecia et al., 2002). 

Em bovinos, a melatonina (10 
-4

 M) na presença de 20% de O2 em cultivo in vitro 
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obteve um percentual de 68,9% de formação de blastocisto em comparação com a 

utilização da tensão de 7% de O2 (Papis et al., 2007). 

 

Ovulação e Função Luteal 

 A ovulação é o processo pelo qual ocorre a ruptura do folículo pré-ovulatório, 

resultando na liberação do oócito e subseqüente formação do corpo lúteo. Este processo 

ocorre como resultado de uma interação dinâmica entre a onda pré-ovulatória de LH e 

fatores locais incluindo esteróides, prostaglandinas e peptídeos. Nessa fase, há um 

aumento na concentração de P4 que é essencial para a ovulação e a luteinização (Espey 

et al., 1994). A elevada concentração de melatonina no folículo pré-ovulatório pode 

estar envolvida com a produção de P4 resultando em ovulação e luteinização (Nakamura 

et al., 2003). 

 A ovulação é similar a uma resposta inflamatória local com a produção de ERO 

e ERN (Espey et al., 1994). A maior fonte de ERO parece ser as células inflamatórias 

presentes no ovário durante a ovulação, como macrófagos e neutrófilos (Brännström et 

al., 1993). Parece que a melatonina presente em folículos pré-ovulatórios também está 

relacionada à proteção do oócito e células da granulosa, contra os danos ocasionados 

por EROs. 

 Como relatado, a ovulação e a subseqüente luteinização, caracterizada por um 

programa de diferenciação terminal do folículo ovulado em corpo lúteo, são 

desencadeadas pela onda pré-ovulatória de LH. A formação do corpo lúteo é iniciada 

por uma série de mudanças morfológicas e bioquímicas nas células da granulosa e teca 

interna do folículo pré-ovulatório (Richards et al., 2002). Alguns estudos relacionam a 

melatonina à fase luteal da fisiologia ovariana. Em humanos, já foi demonstrada a ação 
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da melatonina sobre a produção de P4 em células da granulosa-luteais (Yie et al., 1995). 

Essa ação seria mediada através de um aumento na expressão de receptores para LH 

desencadeado pela melatonina (Woo et al., 2001). Por outro lado, outros estudos não 

demonstraram efeitos negativos da melatonina sobre a produção de P4 em células 

luteinizantes (Schaeffer & Sirotkin, 1997).  

Fatores bioquímicos e endócrinos como prostaglandina F-2α, oxitocina e ERO 

suprimem a produção de P4 em células luteais (Wiltbank & Ottobre, 2003; Stormshak, 

2003). A prostaglandina F-2α é de particular interesse, uma vez que suas ações 

autócrinas e parácrinas podem induzir a regressão do corpo lúteo. A Melatonina (10 

mM) diminuiu a secreção de prostaglandina F-2α do útero de ratas, sugerindo sua 

atuação na função luteal e manutenção da produção de P4 (Gimeno et al., 1980). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A melatonina desempenha um importante papel no controle neuroendócrino da 

fisiologia reprodutiva, principalmente na conversão de sinais ambientais e organização 

do ritmo circadiano em animais sazonais. Além desse efeito sistêmico, a presença de 

seus receptores (MT1 e MT2) ao longo do eixo HHG e mais especificamente em células 

ovarianas sugerem um controle intrínseco da reprodução relacionado ao ovário. 

 Apesar de sua ação central na reprodução animal, vários esforços vêm sendo 

direcionados para elucidação do papel do hormônio da pineal na fisiologia ovariana. A 

melatonina pode atuar na foliculogênese, principalmente na fase antral, em processos 

como a diferenciação das células da granulosa (expressão de receptores para LH) e 

produção esteroidogênica. Outros efeitos incluem a indução da expressão de fatores de 

crescimento tais como o IGF-I e inibição da atresia. Entretanto, pouco se sabe a respeito 
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do papel desse hormônio na fase pré-antral da foliculogênese. A elucidação do papel da 

melatonina nesta fase auxiliará no conhecimento dos mecanismos regulatórios da 

foliculogênese inicial, que por sua vez contribuirá para otimização do potencial 

reprodutivo de fêmeas mamíferas por meio da utilização da numerosa população de 

oócitos imaturos inclusos em folículos pré-antrais em programas de reprodução 

assistida. 
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4 JUSTIFICATIVA 

A MOIFOPA é uma biotécnica que permite a recuperação de dezenas a milhares 

de folículos pré-antrais a partir de um único ovário, com o intuito de evitar a grande 

perda folicular que, normalmente, ocorre in vivo. Uma vez recuperados, tais folículos 

poderiam então ser utilizados em programas de produção in vitro e transferência de 

embriões e/ou criopreservação.  

No entanto, para que estes folículos possam entrar em fase de crescimento, é 

preciso que sejam ativados, ou seja, retomem a proliferação das células da granulosa, 

bem como aumentem os volumes citoplasmático e nuclear do oócito. Neste contexto, 

sabendo-se da grande importância econômica que a espécie caprina representa para o 

Nordeste brasileiro, sendo esta uma importante fonte de carne, leite e pele, é essencial o 

desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro capaz de ativar esses folículos e 

assegurar seu posterior crescimento, otimizando o aproveitamento do potencial oocitário 

desses animais e incrementando a eficiência da reprodução animal. Além disso, o 

desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente poderá fornecer subsídios para uma 

melhor compreensão acerca dos fatores que regulam a foliculogênese na fase pré-antral. 

Estudos referentes aos fatores e mecanismos envolvidos na regulação e ativação 

dos folículos primordiais são escassos, especialmente em animais de produção, como 

caprinos. Neste contexto, diversos autores têm investigado o efeito de vários 

componentes no cultivo in vitro de folículos pré-antrais tanto de animais de laboratórios 

como animais domésticos como vaca, cabra, ovelha. Substâncias como soro fetal, FSH, 

estradiol, EGF são largamente utilizadas. Entretanto, os efeitos de diferentes 

concentrações de melatonina, a qual tem mostrado ter influência sobre a biologia 

ovariana, bem como a sua possível interação com o FSH, hormônio extremamente 

importante para foliculogênese, não foram testados no cultivo in vitro de folículos pré-

antrais caprinos. Para este fim, além da técnica de histologia clássica, serão empregadas 

análises mais acuradas como a microscopia de fluorescência e a microscopia eletrônica 

de transmissão (MET), a fim de assegurar a qualidade de folículos pré-antrais caprinos 

cultivados in vitro e, conseqüentemente, melhor avaliar a eficiência dos meios de 

cultivo testados. 
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5 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

Diante do exposto, formulou-se a seguinte hipótese: 

 

1) Melatonina, isoladamente ou em associação com o FSH, mantém a viabilidade, 

influencia positivamente a ativação e o crescimento in vitro de folículos pré-

antrais caprinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano. 
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6 OBJETIVOS 

6.1 OBJETIVO GERAL: 

 - Estudar o efeito da melatonina isoladamente ou em associação com o FSH 

sobre o cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos in situ. 

 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 - Estabelecer a curva concentração-resposta de melatonina tendo como 

parâmetros a viabilidade, a ativação e o crescimento de folículos pré-antrais caprinos; 

- Verificar o efeito da melatonina isoladamente ou em associação com o FSH, 

sobre a viabilidade, a ativação e o crescimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos; 

 - Analisar a morfologia, a ultraestrutura, bem como a viabilidade dos folículos 

pré-antrais caprinos in situ cultivados in vitro com melatonina e FSH. 
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7 CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interação entre Melatonina e Hormônio Folículo Estimulante promove 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos 

Interaction between Melatonin and Follicle-Stimulating Hormone Promotes in vitro 

Development of Caprine Preantral Follicles 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da melatonina e hormônio folículo 

estimulante (FSH) sobre o desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos. 

Fragmentos ovarianos foram cultivados por um ou sete dias em Meio Essencial 

Mínimo-α (α-MEM+) contendo melatonina (100, 250, 500 e 1000 pg/ml), FSH (50 

ng/ml), ou uma combinação dos dois hormônios, e foram posteriormente analisados por 

histologia clássica, microscopia eletrônica de transmissão e de fluorescência. Os 

resultados mostraram que após sete dias de cultivo, somente os tecidos ovarianos 

cultivados em α-MEM+ sozinho ou suplementado com FSH, melatonina (500 and 1000 

pg/ml), ou uma combinação de FSH e melatonina (1000 pg/ml) mantiveram os 

percentuais de folículos pré-antrais normais similares ao controle fresco. Em 

comparação com o tecido não-cultivado, os percentuais de folículos em 

desenvolvimento foram significativamente superiores em todas as condições de cultivo 

após sete dias. A adição de 1000 pg/ml de melatonina associada ao FSH ao meio de 

cultivo aumentou significativamente os diâmetros folicular e oocitário em comparação 

ao α-MEM+ sozinho após sete dias de cultivo. As análises ultraestrutural e de 

fluorescência confirmaram a integridade dos folículos cultivados com 1000 pg/ml de 

melatonina e FSH após sete dias. Dessa forma, este estudo demonstrou que a interação 

entre melatonina e FSH manteve a integridade ultraestrutural e estimula o crescimento 

de folículos pré-antrais caprinos cultivados. 

 

Palavras-chave: Cabra. Folículo pré-antral. Melatonina. Hormônio Folículo 

Estimulante. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the effects of melatonin and follicle-stimulating 

hormone (FSH) on the in vitro culture of goat preantral follicles. Ovarian fragments 

were cultured for one or seven days in α-Minimum Essential Medium (α-MEM+) 

containing melatonin (100, 250, 500 or 1000 pg/ml), FSH (50 ng/ml), or a combination 

of the two hormones and further analyzed by histology, transmission electron and 

fluorescent microscopy. The results showed that after seven days of culture, tissues 

cultured in α-MEM+ alone or supplemented with FSH alone, melatonin (500 and 1000 

pg/ml) or the combination of FSH and melatonin (1000 pg/ml) maintained percentages 

of normal preantral follicles similar to the fresh control. In contrast to noncultured 

tissues, the percentage of developing follicles was significantly increased in all culture 

conditions after seven days. The addition of 1000 pg/ml melatonin plus FSH to the 

culture media significantly increased follicular and oocyte diameters as compared with 

α-MEM+ alone after seven days of culture. Ultrastructural and fluorescent analyses 

confirmed the integrity of follicles cultured with 1000 pg/ml of melatonin plus FSH for 

seven days. In conclusion, this study demonstrated that the interaction between 

melatonin and FSH maintains ultrastructural integrity and stimulates further growth of 

cultured caprine preantral follicles. 

Keywords: Goat, Preantral follicles, Melatonin, Follicle-stimulating hormone 
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1. Introduction 

 Mammalian folliculogenesis is a complex process that involves changes in 

follicular morphology i.e., oocyte growth and granulosa cell differentiation (Cortvrindt 

and Smitz, 2001). Understanding the factors that initiate and control preantral follicle 

development (primordial, primary and secondary follicles) is an important step towards 

the establishment of an in vitro culture system that allows activation and development to 

later stage follicles. The factors and mechanisms involved in early folliculogenesis have 

not been fully elucidated. However, it is known to require growth factors and hormones 

(Fortune, 2003) such as gonadotropins and melatonin. 

 Among the gonadotropins, follicle-stimulating hormone (FSH) is known for its 

role in follicular development. FSH binding to its receptors in granulosa cells results in 

several effects, including cell proliferation and steroid secretion. Although its receptors 

are not expressed in primordial follicles, FSH has important roles in early follicular 

development through the regulation of the production of growth factors such as kit 

ligand (KL) and bone morphogenetic protein-15 (BMP-15) (Thomas et al., 2005). 

Matos et al. (2007) showed the maintenance of ultrastructural integrity and follicular 

growth after seven days of in vitro culture of caprine ovarian tissue in the presence of 50 

ng/mL of FSH. 

Another hormone that is important in reproductive physiology, especially in 

regulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis in photoperiodic species, is 

melatonin (Wehr et al., 2001). Melatonin is produced by the pineal gland and by various 

other organs such as the ovary (El-Raey et al., 2011; Itoh et al., 1999). This hormone 

has important physiological roles and is important in sleep and temperature regulation, 

metabolism, circadian and seasonal rhythmicity (Jan et al., 2009). Recently it was 

demonstrated that in addition to the multiple actions of melatonin on a number of 
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physiological processes, melatonin also plays an important role as an indirect 

antioxidant and powerful free radical scavenger (Rodríguez et al., 2004; Tomás-Zapico 

et al., 2005). Furthermore, two distinct melatonin receptor types (MT1 and MT2) have 

been identified in animal species (Carcangiu et al., 2009; Pandi-Perumal et al., 2008). 

The presence of high melatonin levels in women follicular fluid (Brzezinski et al., 1987; 

Rönnberg et al., 1990) and the presence of its receptors in rat and mouse granulosa cells 

(Lee et al., 2001; Soares et al., 2003) suggest a potential role of melatonin in ovarian 

function. 

Adriaens et al. (2006) showed that in vitro culture of isolated mice secondary 

follicles in FSH (10 mUI/ml) and melatonin (100 μM) altered steroidogenesis, with a 

significant increase in androstenedione and progesterone production. However, there 

have been no reports on the effects of different melatonin concentrations on caprine 

preantral follicles cultured in vitro, a species of great economic importance to the 

northeast region of Brazil. Therefore, the aim of this study was to verify whether 

physiological concentrations of melatonin alone or in association with FSH have 

beneficial effects on the survival, activation and growth of caprine preantral follicles 

cultured in vitro for one or seven days.  

 

2. Materials and Methods 

2.1. Source of ovaries 

Ovarian cortical tissues (n=10 ovaries) were collected at a local slaughterhouse 

from five adult (1 – 3 years old) mixed-breed goats (Capra hircus). Immediately 

postmortem, the ovaries were washed in 70% alcohol for 10 seconds and then two times 

in Minimum Essential Medium (MEM) supplemented with 100 µg/mL penicillin and 
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100 µg/mL streptomycin. Pairs of ovaries were transported within 1 hour to the 

laboratory in MEM at 4 °C (Chaves et al., 2008).  

2.2. Experimental protocol 

All chemicals used in the present study were purchased from Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, MO, USA) unless otherwise indicated. Our organ culture system was 

described in detail previously (Matos et al., 2007). Briefly, ovarian tissue samples from 

each ovarian pair were cut into 21 slices (3 mm x 3 mm x 1 mm) using a needle and 

scalpel under sterile conditions. The tissue pieces were then either directly fixed for 

histological and ultrastructural analysis (noncultured/fresh control) or placed in culture 

for one or seven days. Caprine tissues were transferred to 24-well culture dishes 

containing 1 ml of culture media. Culturing was performed at 39 °C in 5% CO2 in a 

humidified incubator, and the media were incubated for 1 h prior to use. The basic 

culture medium (cultured control) consisted of α-MEM (pH 7.2 – 7.4) supplemented 

with ITS (insulin 10 μg/mL, transferrin 5.5 μg/mL and selenium 5.0 ng/mL), 0.23 mM 

pyruvate, 2 mM glutamine, 2 mM hypoxantine, and 1.25 mg/mL bovine serum albumin 

(BSA), which we call α-MEM+. For the experimental conditions, the medium was 

supplemented with melatonin at different concentrations (100, 250, 500 or 1000 pg/ml), 

FSH (50 ng/ml, porcine FSH, Stimufol, FSH:LH = 20:1, donated by Dr. J.F. Beckers, 

Liége, Belgium) or a combination of the two substances. Each treatment was replicated 

five times, and the culture media was replenished every other day. The concentration of 

FSH used in this work was chosen based on a previous study (Matos et al., 2007), and 

the concentrations of melatonin (100 – 1000 pg/ml) used were similar to physiological 

concentrations observed in goats (Alila-Johansson et al., 2001). 

2.3. Morphological analysis and assessment of in vitro follicular growth 
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Before culturing (fresh control) or after one or seven days in culture, all the  

tissues were fixed in Carnoy‟s solution for 12 h and then dehydrated in increasing 

concentrations of ethanol. After paraffin embedding (Synth, São Paulo, Brazil), the 

caprine tissue pieces were cut into 7 μm sections, and every section was mounted on 

glass slides and stained by Periodic Acid Schiff hematoxylin. Follicle stage and survival 

were assessed microscopically on serial sections. Coded anonymized slides were 

examined by microscopy (Nikon, Japan) at 400X magnification.  

The developmental stages of follicles have been defined previously as follows 

(Silva et al. 2004): primordial (one layer of flattened granulosa cells around the oocyte) 

or growing follicles (intermediate: one layer of flattened to cuboidal granulosa cells; 

primary: one layer of cuboidal granulosa cells, and secondary: two or more layers of 

cuboidal granulosa cells around the oocyte). These follicles are classified individually as 

histologically normal when an intact oocyte is present and surrounded by granulosa 

cells that are well organized in one or more layers and have no pyknotic nuclei (fig. 1a). 

Atretic follicles were defined as those with a retracted oocyte, pyknotic nucleus, and/or 

disorganized granulosa cells detached from the basement membrane (fig. 2b). Overall, 

150 follicles were evaluated for each treatment (30 follicles per treatment in one 

repetition x 5 repetitions = 150 follicles), totaling 3,150 preantral follicles.  

To evaluate follicular activation, the percentages of healthy primordial and 

growing follicles were calculated before (fresh control) and after culturing in each 

medium. In addition, follicle and oocyte diameters were measured only in healthy 

follicles. Follicle diameter was recorded from edge to edge of the granulosa cell 

membrane or from the outside edge of the theca cell layer when present. Oocyte 

diameter was recorded from edge to edge of the oocyte membrane. Two perpendicular 

diameters were recorded for each, and the average of these two values are reported as 
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follicle and oocyte, respectively. Care was taken to count each follicle only once, as in 

our earlier studies (Matos et al., 2007). Each follicle was examined in every section in 

which it appeared and matched with the same follicle on adjacent sections to avoid 

double counting, thus ensuring that each follicle was only counted once, regardless of 

its size. 

2.4. Ultrastructural analysis  

  For a better evaluation of follicular morphology, ultrastructural studies were 

performed on fragments of fresh control and treatment groups with the best results 

obtained from histological analysis after seven days of culture. Small pieces (1 mm
3
) of 

caprine 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 a gradient of acetone solutions, and the tissues were 

embedded in Spurr. Semi-thin sections (3 μm) were cut on an ultramicrotome (Reichert 

Supernova, Heidelberg, German) for light microscopy studies and stained with toluidine 

blue. The ultra-thin sections (60–70 nm) were contrasted with uranyl acetate and lead 

citrate and examined under a Jeol 1011 (Jeol, Tokyo, Japan) transmission electron 

microscope. Parameters such as density and integrity of ooplasmic and granulosa cell 

organelles, vacuolization and integrity of basement, oocyte and nuclear membranes 

were evaluated. 

2.5. Assessment of preantral follicles by fluorescence viability assay 

 A viability study similar to the morphological investigation was performed to 

analyze the effects of caprine ovarian tissue culture on the viability of preantral follicles. 
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Based on the results of the morphological and ultrastructural analysis, the viability of 

follicles cultured with the concentration of melatonin with or without FSH that resulted 

in the best outcome was further analyzed using fluorescent probes. Additional pairs of 

ovaries (n = 3) were cut into fragments, one of which was immediately processed for 

follicle isolation (fresh control). The remaining fragments were cultured as described 

previously and then submitted to isolation. Fragments were processed for mechanical 

isolation using the method described by Lucci et al. (1999). 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, Eugene, OR, USA) to a suspension of isolated follicles 

and incubating them at 37°C for 15 min. After labeling, follicles were washed once by 

centrifugation at 100× g for 5 min and resuspended in MEM. Cells were then mounted 

on glass microscope slides in 5 μl anti-fading medium (DABCO, Sigma, Deisenhofen, 

Germany) to prevent photobleaching and examined using a fluorescence microscope 

(Nikon Eclipse 80i, Tokyo, Japan). The fluorescent signals from calcein-AM and 

ethidium homodimer-1 were collected at 488 and 568 nm, respectively. Oocytes and 

granulosa cells were considered viable if their cytoplasm was positive for calcein-AM 

(green) and their chromatin was negative for ethidium homodimer-1 (red). 

2.6. Statistical analysis  

Percentages of morphologically normal, primordial and developing follicles after 

one or seven days culture were initially subjected to Smirnov-Kolmogorov and Batlett 

tests to confirm normal distribution and homogeneity of variance, respectively. Analysis 
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of variance (ANOVA) test was then carried out using the GLM procedure of SAS 

(1997), and the Dunnett test was applied for comparison of each treatment tested against 

the control groups (Control and MEM+). The student‟s Newman Keuls (SNK) test was 

used to evaluate the effects of different concentrations of melatonin and days of culture. 

In all cases, differences were considered to be statistically significant when P<0.05, and 

the results were expressed as the mean ± standard deviation (SD). 

 

3. Results 

Caprine Preantral Follicle Survival after Culture 

 The percentages of morphologically normal preantral follicles in noncultured 

tissues (control) and after one or seven days of culture are shown in table 1. After one 

day of culture, we observed that all treatments resulted in similar percentages of 

morphologically normal follicles to fresh control. However, after seven days of culture, 

only tissues cultured in α-MEM+ alone, supplemented with FSH alone, melatonin (500 

and 1000 pg/ml) or the combination of FSH and melatonin (1000 pg/ml) resulted in 

percentages of normal preantral follicles similar to the fresh control (79.31%). At day 

seven, all treatments resulted in a percentage of normal follicles similar to that observed 

after one day of culture.  

Activation of Caprine Preantral Follicles after Culture  

Figures 2 and 3 show the percentage of primordial and growing follicles, 

respectively, in ovarian cortical tissue before and after in vitro culturing. Fresh ovarian 

tissues predominantly contained primordial (55.88%) and developing (44.12%) 

follicles. In all culture conditions, after seven days of culture, a significant reduction in 
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the percentage of primordial follicles was observed concomitant with an increase (p < 

0.05) in the percentage of developing follicles compared to the fresh control. The 

addition of melatonin 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 one to seven 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 500 pg/ml of melatonin or its combination 

with FSH. 

In vitro Growth of Caprine Preantral Follicles 

 Follicle and oocyte diameters were measured and are shown in tables 2 and 3, 

respectively. After one or seven days of culture for all treatments, mean follicular and 

oocyte diameters were similar to uncultured control tissue (p < 0.05). However, after 

one day of culture, a significant reduction in oocyte diameter was observed when tissues 

were cultured in 250 pg/ml of melatonin and FSH compared to the fresh control. After 

seven days of culture, the combination of 1000 pg/ml of melatonin and 50 ng/ml of FSH 

increased (p <0.05) follicular and oocyte diameters when compared to α-MEM+ alone. 

When comparing the culture periods (one or seven days), only treatment with melatonin 

(1000 pg/ml) and FSH significantly increased follicular and oocyte diameters. 

Ultrastructural Features of Caprine Preantral Follicles 

To better evaluate follicular integrity, ultrastructural analysis was carried out on 

fresh tissues and tissues cultured for seven days with 1000 pg/ml of melatonin plus 50 

ng/ml of FSH, the treatment that yielded the best results according to the previous 

histological analysis (survival and growth of caprine preantral follicles). The follicles 

from fresh control tissue (fig. 4a) and tissue cultured for 7 days with melatonin and FSH 
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(fig. 4b, c) exhibited large oocytes, intact basement and nuclear membranes, nuclei with 

decondensed chromatin, and uniform distribution of vesicles and organelles such as 

smooth and rough endoplasmic reticula. Granulosa cells were normal, with elongated 

nuclei and a high nucleus-cytoplasm ratio. In addition, both rounded and elongated 

mitochondria were the most predominant organelles observed in oocytes and granulosa 

cells.  

Assessment of follicle viability after culture 

 Based on the morphological and ultrastructural results, a viability assay was 

performed using isolated follicles from fresh controls and ovarian fragments cultured 

for seven days in α-MEM+ alone or supplemented with 1000 pg/ml of melatonin plus 

50 ng/ml of FSH. The ultrastructural results were confirmed by fluorescent analysis, 

which showed viable follicles with oocyte and granulosa cells stained in green with 

calcein-AM in the fresh control and in preantral follicles cultured for 7 days in 1000 

pg/ml of melatonin with FSH (fig. 5b). In contrast, degenerated follicles were labeled 

with ethidium homodimer-1 (red fluorescence) after 7 days of culture in α-MEM+ alone 

(fig. 5d). 

4. Discussion 

Recent studies have shown advances in in vitro culture of ovarian follicles. The 

research has focused on identifying the regulatory pathways that operate within the 

ovarian microenvironment and contribute to ovarian reproductive competence. In this 

context, the hypothesis that melatonin may control the initiation of follicular 

development was developed. The present study demonstrated for the first time the 

effects of melatonin plus FSH on the survival, activation and growth of caprine 

preantral follicles cultured in vitro for one or seven days. It is important to emphasize 
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that the melatonin concentrations (100 – 1000 pg/ml) used are similar to physiological 

concentrations observed in goats (Alila-Johansson et al., 2001) and were used in 

granulosa cell culture (Nakamura et al., 2003). 

In our study, culturing caprine ovarian tissue for seven days in α-MEM alone or 

supplemented with melatonin, FSH alone or both hormones resulted in percentages of 

histologically normal follicles similar to those of noncultured control tissue. However, 

no statistical differences were observed between the culture conditions. This result 

could be explained by the fact that α-MEM, which is routinely used in caprine preantral 

follicle cultures, is the richest formulation of MEM, composed of 21 essential amino 

acids, vitamins, inorganic salts, and pyruvate. Furthermore, it is known that other 

substances and energetic substrates like hypoxanthine and glutamine, which were added 

to our culture medium, are important for maintaining caprine preantral follicle survival 

after in vitro culture in MEM (Silva et al., 2004). Under their experimental conditions, 

Adriaens et al. (2006) observed no significant differences between different melatonin 

concentrations (1 nM – 2 mM) on follicular survival; however, the addition of 100 μM 

melatonin increased progesterone and androstenedione production. In addition, 

melatonin can act as an inhibitor of apoptosis in hepatic (Guha et al., 2007) and pineal 

(Yoo et al., 2002) cells and therefore might also contribute to follicular survival. 

Apoptosis can be caused by reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species 

production, and the addition of antioxidants such as melatonin to the culture medium 

could protect follicular cells against oxidative stress. The supplementation of in vitro 

oocyte maturation medium with melatonin reduces ROS levels in porcine and bovine 

oocytes (El-Raey et al., 2011; Kang et al. 2009). Furthermore, the addition of FSH to 

our culture medium could support the diffusion of several essential chemical and 
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physical factors through the basement membrane, thus helping to maintain follicular 

survival after seven days of culture (Chun et al., 1994; Hsueh et al., 1994). 

After seven days of culture, there was high follicular activation (i.e. the 

transition from primordial to developing follicles) in all culture conditions compared to 

fresh controls. However, we did not observe a significant effect of melatonin on 

follicular activation when compared to tissues cultured in α-MEM+. As mentioned 

above, this result may be explained by the use of α-MEM+ as a basic medium, which is 

rich in nutrients (amino acids, carbohydrates and vitamins) and DNA precursors that 

promote cell division (Hartshorne, 1997). Similarly, some studies have shown that 

MEM+ alone, with the same supplementation used in our study, can promote oocyte 

and follicular growth in goats (Martins et al., 2005; Matos et al., 2007). Therefore, the 

in vitro conditions used in the current study facilitated follicular development 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 

prethecal cells within the cortical ovarian tissue (Silva et al., 2006). 

The present study demonstrated a positive effect of melatonin on follicular and 

oocyte growth. After seven days of culture, the combination of the highest 

concentration of melatonin (1000 pg/ml) and FSH (50 ng/ml) significantly increased 

follicular and oocyte diameters when compared to the cultures with α-MEM+ alone 

(cultured control). There is almost no information in the literature on the influence of 

melatonin on ovarian follicle development. The hypothesis that melatonin could 

regulate follicular development is supported by the presence of melatonin receptors 

(MT1 and MT2) in porcine and bovine ovarian cells (El-Raey et al., 2011; Kang et al., 

2009) and the detection of high melatonin levels in porcine follicular fluid (Shi et al., 

2009). Moreover, its action as an antioxidant (Rodríguez et al., 2004; Tomás-Zapico et 
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al., 2005) can improve preantral follicle growth through the protection of follicular cells 

against damage caused by ROS formed during in vitro culture. The modulation of 

growth factor expression by melatonin might also support follicular development. For 

example, melatonin (0.01–10 μg/mL) stimulates insulin-like growth factor-I (IGF-I) 

production in cultured human granulosa cells (Schaeffer and Sirotkin, 1997). IGF-I is a 

mitogenic peptide that stimulates DNA synthesis and estradiol and progesterone 

secretion by human granulosa cells (Poretsky et al., 1999). As an indirect effect of 

melatonin, increasing IGF-I expression and the resulting granulosa cell proliferation 

could explain follicular growth observed in the present study. IGF-I has been shown to 

stimulate in vitro growth of human (Louhio et al., 2000), cattle (Gutierrez et al., 2000), 

rat (Zhao et al., 2001), and mouse follicles (Liu et al., 1998) synergistically with FSH. 

Furthermore, FSH stimulates cell proliferation, and the FSH receptor is similarly found 

in granulosa cells of follicles (Xu et al., 1995) from the primary stage onward. Although 

FSH receptors are not present in primordial follicles, FSH seems to play an indirect role 

in early follicular development through the release of paracrine factors produced by the 

larger follicles or by ovarian stroma cells (Van Den Hurk and Zhao, 2005). 

In the present work, we used accurate methods for the evaluation of follicular 

viability including transmission electron microscopy (TEM) and fluorescence 

microscopy. We found that in the fresh control tissue and in tissues cultured for seven 

days in the presence of 1000 pg/ml of melatonin and FSH, important structures such as 

mitochondria, endoplasmic reticulum and granulosa cells, as well as basement, oocyte 

and nuclear membranes, were preserved. Normal follicles had an ultrastructure similar 

to that previously described for goats (Lucci et al., 2001) and for other species such as 

swine (Greenwald and Moor, 1989), bovine (Van Wezel and Rodgers, 1996) and human 

(Oktay et al., 1997). In addition to ultrastructural analysis, preantral follicles were 
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further analyzed with a viability assay. 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 (Chaves et al. 2010) 

early staged follicles. In the present study, the results of this assay were similar to those 

observed using ultrastructural analysis, suggesting that TEM is a reliable method to 

assess viability of preantral follicles. 

We conclude that 1000 pg/ml of melatonin combined with FSH plays an 

important role in early folliculogenesis in goats, promoting follicular growth after seven 

days of culture. In addition, these results demonstrated that the combined effects of 

these hormones maintain ultrastructural integrity and viability of caprine preantral 

follicles in vitro for up to seven days. These results provide a foundation for future 

studies aimed at growing caprine oocytes and follicles from the earliest (primordial) 

follicle stage up to the preovulatory stage, when oocytes can be matured and fertilized 

in vitro. 
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Figure 1. Histological sections (400 X) of ovarian fragments after periodic acid Schiff-

hematoxylin staining showing morphologically normal (A) and degenerated (B) 

follicles after culture with 1000 pg/ml of melatonin plus 50 ng/ml of FSH for 7 days. O 

= Oocyte; Nu = oocyte nucleus; GC = granulosa cell. 
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Figure 2. Percentages of primordial follicles in the fresh control (noncultured tissue) 

and 1 or 7 day cultured tissue in medium containing melatonin and/or FSH.  

* differs significantly from control follicles (P < 0.05).  

A, B
 Different letters denote significant differences between culture periods within each 

treatment group (P < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A

A

A
A

A

A
A

A
A

A

*B
* B

* B

* B

* A * B

* B
* B

* A

* B

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Control MEM FSH M 100 M 250 M 500 M 1000 M 100F M 250F M 500F M 1000F

Day 1 Day 7

%
 p

ri
m

o
rd

ia
l f

o
lli

cl
es



92 
 

 

Figure 3. Percentages of developing follicles in the fresh control (noncultured tissue) 

and 1 or 7 day cultured tissue in medium containing melatonin and/or FSH. 

* differs significantly from control follicles (P < 0.05). 

 
A, B

 Different letters denote significant differences between culture periods within each 

treatment group (P < 0.05). 
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Figure 4. Electron micrographs of ultrastructurally normal preantral follicles before (A, 

Original magnification x 10,000) and after (B-C) 7 days of culture in α-MEM+ 

supplemented with 1000 pg/ml of melatonin plus 50 ng/ml of FSH (B, original 

magnification x 12,000; C, original magnification x 20,000). Note in A and B the intact 

oocyte and nuclear membranes, nuclei with decondensed chromatin and granulosa cells 

with elongated nuclei and high nucleus-cytoplasm ratios. In C, note the vesicles and 

organelles, predominantly mitochondria, that are uniformly distributed in the cytoplasm. 

GC = granulosa cell, O = oocyte, Nu = oocyte nucleus, m = mitochondria. 
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Figure 5. Assessment of the viability of caprine preantral follicles using fluorescent 

probes. A, B Treated preantral follicle cultured for 7 days in medium supplemented with 

1000 pg/ml of melatonin and 50 ng/ml of FSH and classified as viable since cells were 

labeled with calcein AM (green fluorescence). C, D Preantral follicle cultured for 7 

days in α-MEM alone and classified as nonviable since cells were positive for ethidium 

homodimer-1 (red fluorescence). 
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Table 1. Percentages of morphologically normal caprine preantral follicles in the fresh 

control (uncultured) and 1 or 7 day cultured tissue in medium containing melatonin 

and/or FSH.  

 Fresh Control: 79.31 ± 10.36  

Treatments D1 D7 

MEM 75.97 ± 9.81 
 

61.99 ± 3.82  

FSH 69.31 ± 11.89 
 

62.65 ± 5.50  

M 100 66.65 ± 10.26  58.65 ± 9.61 * 

M 250 74.64 ± 14.66  56.63 ± 14.34 * 

M 500 63.31 ± 22.24  62.65 ± 13.21  

M 1000 77.30 ± 11.87  69.97 ± 4.07  

M 100F 72.64 ± 9.23  57.33 ± 5.96 * 

M 250F 53.31 ± 13.36  54.67 ± 5.01 * 

M 500F 71.31 ± 14.65  59.98 ± 8.49 * 

M 1000F 74.64 ± 15.00  62.64 ± 10.91  

* differs significantly from control follicles  (P < 0.05). 
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Table 2. Mean follicular diameter in the fresh control (noncultured tissue) and 1 or 7 

day cultured tissue in medium containing melatonin and/or FSH.   

 Fresh Control: 34.91 ± 3.94  

Treatments D1 D7 

MEM 33.82 ± 4.43 
A 

34.11 ± 4.79 
A
 

FSH 34.11 ± 3.64 
A 

34.54 ± 4.66 
A, a, b

 

M 100 32.87 ± 4.47 
A
 34.62 ± 4.63 

A, a, b
 

M 250 34.03 ± 5.08 
A
 33.23 ± 3.97 

A, b
 

M 500 33.89 ± 5.20 
A
 34.69 ± 3.95 

A, a, b
 

M 1000 34.11 ± 4.55 
A
 34.69 ± 5.71 

A, a, b
 

M 100F 33.45 ± 4.90 
A
 32.43 ± 2.79 

A, b
 

M 250F 31.70 ± 4.77 
A
 33.38 ± 4.33 

A, b
 

M 500F 33.09 ± 4.36 
A
 32.36 ± 4.45 

A, b
 

M 1000F 31.70 ± 3.10 
B
 38.26 ± 4.70 † 

A, a
 

† differs significantly from α-MEM+ (P < 0.05). 

a, b
 Different lowercase letters denote significant differences between treatment groups 

for the same culture period (P < 0,05).  

A, B
 Different capital letters denote significant differences between culture periods 

within each treatment group (P < 0,05). 
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Table 3. Mean oocyte diameter in the fresh control (noncultured tissue) and 1 or 7 day 

cultured tissue in medium containing melatonin and/or FSH.  

 Fresh Control: 26.60 ± 2.95  

Treatments D1 D7 

MEM 24.92 ± 3.17 
A
 25.14 ± 3.92 

A
 

FSH 25.36 ± 3.46 
A 

26.75 ± 3.99 
A, a, b

 

M 100 25.07 ± 3.83 
A
 25.80 ± 3.48 

A, a, b
 

M 250 25.29 ± 4.42 
A
 24.49 ± 3.30 

A, b
 

M 500 25.58 ± 3.97 
A
 27.18 ± 4.13 

A, a, b
 

M 1000 25.22 ± 4.21 
A
 27.26 ± 4.36 

A, a, b
 

M 100F 25.14 ± 3.06 
A
 26.38 ± 2.50 

A, a, b
 

M 250F 23.47 ± 3.13 *
, A

 25.07 ± 3.26 
A, a, b

 

M 500F 25.36 ± 3.12 
A
 24.49 ± 3.74 

A, b
 

M 1000F 23.76 ± 2.42 
B
 28.35 ± 3.83 † 

A, a
 

* differs significantly from control follicles ( P < 0.05).  

† differs significantly from α-MEM+ (P < 0.05).  

a, b
 Different lowercase letters denote significant differences between treatment groups 

for the same culture period (P < 0,05).  

A, B
 Different capital letters denote significant differences between culture periods 

within each treatment group (P < 0,05). 
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8 CONCLUSÕES 

 A adição de 1000 pg/ml de melatonina associada ao FSH promoveu o 

crescimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos após sete dias de cultivo. Além 

disso, a interação entre esses dois hormônios manteve a integridade ultraestrutural e a 

viabilidade dos folículos cultivados por até sete dias. 
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9 PERSPECTIVAS 

 O cultivo in vitro de folículos pré-antrais é uma excelente ferramenta para 

estudar os fatores que controlam a foliculogênese e a atresia. Os bons resultados obtidos 

neste trabalho utilizando a melatonina associada ao FSH podem ser de grande valia para 

a elaboração dos meios de cultivo de base visando à obtenção de oócitos maturos a 

partir de folículos pré-antrais cultivados in vitro. Entretanto, para um melhor 

entendimento da atuação da melatonina no desenvolvimento folicular em caprinos, são 

necessários estudos adicionais como a expressão dos seus receptores em células 

ovarianas e a sua influência em cultivo in vitro, na forma isolada, de folículos pré-

antrais em estádios mais avançados de desenvolvimento. 
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