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Resumo 
 

A reprodução animal incide diretamente na eficiência e rentabilidade econômica de um rebanho, 
sendo considerada um dos fatores de maior importância para os sistemas de produção. 
Consequentemente, o desenvolvimento e a utilização de biotecnologia são indispensáveis para o aumento 
da eficiência reprodutiva, do melhoramento genético, da produção de alimentos e geração de riquezas. 
Nas últimas décadas várias foram as biotécnicas associadas à reprodução animal que apresentaram um 
grande potencial para a geração de genética, especialmente, ao que se referem aos avanços da reprodução 
assistida. Estes progressos possibilitaram a utilização de folículos pré-antrais como fonte de oócitos para 
biotecnologias reprodutivas. Deste modo, a técnica de cultivo in vitro proporciona a retomada do 
desenvolvimento dos folículos presente na reserva ovariana pela ativação in vitro forçada simulando a 
ocorrência de distúrbios na foliculogênesse. Até então, apenas a especie murina obteve descendentes 
vivos através dos folículos primordiais cultivados in vitro. Infelizmente, não há relatos de sucesso em 
outras espécies, tornando o desenvolvimento de sistemas ideias de cultivo in vitro um desafio. Portanto, o 
objetivo desta revisão é descrever e discutir os principais avanços da situação atual da pesquisa com 
folículos pré-antrais inclusos em folículos ovarianos. 
 
Palavras-chave: Foliculogênese, oócito, folículos ovarianos, biotecnologia da reprodução. 
 

Abstract 
 

Animal reproduction directly affects the efficiency and economic profitability of a herd, being 
considered one of the most important factors for production systems. Consequently, the development and 
use of biotechnology are indispensable for increasing reproductive efficiency, genetic improvement, food 
production and wealth generation. In the last few decades, biotechnologies associated with animal 
reproduction have shown great potential for the generation of genetics, especially with regard to 
advances in assisted reproduction. These advances have enabled the use of pre-antral follicles as a 
source of oocytes for reproductive biotechnologies. Thus, the in vitro culture technique provides the 
resumption of the development of follicles present in the ovarian reserve by forced in vitro activation, 
simulating the occurrence of disturbances in folliculogenesis. Until then, only the murine species 
obtained living descendants through primordial follicles cultivated in vitro. Unfortunately, there are no 
reports of success in other species, making the development of ideal in vitro culture systems a 
challenge.Therefore, the purpose of this review is to describe and discuss the main advances in the 
current research situation with preantral follicles included in ovarian follicles. 
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Introdução 

 
O termo reprodução assistida incorpora uma ampla gama de tecnologias que são usadas para 

aumentar a probabilidade de obter uma gestação após a coleta e o manuseio direto de oócitos, 
espermatozoides e/ou embriões resultantes da produção in vitro. A base destas biotécnicas reprodutivas 
são principalmente a fecundação in vitro e a transferência de embriões, no entanto outras biotécnicas 
podem ser inseridas neste contexto, tais como a clonagem, a transgenia animal e a manipulação de oócitos 
inclusos em folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA). Esta última apresenta como princípio o 
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isolamento, o desenvolvimento in vitro e/ou preservação de folículos ovarianos na fase pré-antral 
(Figueiredo et al., 2018). Até o momento, a espécie murina alcançou os resultados mais promissores com 
a utilização desta técnica ao obter nascimento de produtos vivos (O’Brien et al., 2003). 

Apesar dos avanços conquistados e do acréscimo de pesquisas referentes à biotecnologia, a 
fisiologia ovariana ainda não está totalmente esclarecida (Leitão et al., 2014), o que a torna um assunto 
intensamente estudado pela sua importância na pesquisa fundamental, no incremento da produção 
zootécnica com fins comerciais e como modelo para diversas áreas da Medicina Humana. Neste contexto, 
a utilização da MOIFOPA, possibilitaria desvendar alguns paradigmas que envolvem o início da 
foliculogênese, os quais abrangem os folículos ovarianos localizados na fase de quiescência, ativação e 
crescimento inicial até a liberação de oócitos (Figueiredo et al., 2008; Figueiredo et al., 2018). Além da 
possibilidade de contribuir para os avanços na reprodução assistida de humanos, nos aspectos de 
preservação da fertilidade em pacientes destinadas ao tratamento de infertilidade ou enfermidades como o 
câncer (Figueiredo; Lima, 2017). 

Assim, o cultivo in vitro de folículos pré-antrais pode propiciar novas investigações quanto as 
diferentes substâncias associadas ao desenvolvimento folicular, além de permitir o aumento do potencial 
reprodutivo devido a diminuição da atresia folicular ocorrida in vivo. Do mesmo modo, o estabelecimento 
de um método para o cultivo in vitro de folículos pré-antrais seria a chave para a melhor compreensão dos 
mecanismos envolvidos na regulação do início da foliculogênese e no controle do desenvolvimento dos 
folículos ovarianos (Figueiredo et al., 2018). Diante do exposto, torna-se essencial o desenvolvimento de 
um sistema eficiente de cultivo in vitro de folículos ovarianos capaz de permitir o desenvolvimento e a 
maturação completa dos oócitos inclusos em folículos pré-antrais. 

Esta revisão tem como objetivo descrever e discutir os principais avanços da situação atual da 
pesquisa com folículos pré-antrais inclusos em folículos ovarianos. Após uma breve revisão de literatura, 
apresentaremos perspectivas futuras do sistema de cultivo in vitro de folículos pré-antrais. 
 

Morfologia ovariana em mamíferos 
 

O ovário dos mamíferos exerce funções essenciais para o sistema reprodutivo de uma fêmea, 
sendo responsável por:1) produção e secreção de hormônios, os quais são responsáveis pelo 
desenvolvimento folicular, manutenção do trato reprodutivo, ciclo estral e outras funções hormonais 
(Hirshfield, 1991; Araújo et al., 2014) e; 2) produção, diferenciação e liberação de um oócito maduro 
para fecundação (Mcgee; Hsueh, 2000). O formato do ovário varia de acordo com a espécie animal e o 
estágio do ciclo estral. Nos ruminantes, especificamente nos bovinos, os ovários apresentam formato 
ovalado/elíptico com peso entre 10 a 20 g na idade adulta. O comprimento pode variar de 3,0 a 4,5 cm e a 
largura de 1,5 a 2,0 cm. Os ovários são constituídos por duas regiões, classificadas em córtex e medula 
ovariana, e está circunscrito por epitélio germinativo ou superficial que está apoiado sob uma membrana 
basal (Silva, 2004). A região cortical do ovário está localizada na porção mais externa representa a região 
funcional do ovário, nesta é encontrada diferentes tipos celulares, denominadas de células da granulosa, 
as quais se caracterizam em células do cúmulo ou murais, e, as células da teca se diferenciam em camada 
interna e externa (Erickson; Shimasaki, 2003). Além disso, esta região é composta por folículos ovarianos 
em vários estágios de desenvolvimento ou em processo de atresia e por corpos lúteos (corpus albicans e 
corpos hemorrágicos), assim como, por tecidos conectivos (colágeno – do tipo I e III, fibras reticulares e 
fibroblasto) (Silva, 2004). 

A região medular, na maioria das espécies, está localizada mais internamente e apresenta um 
arranjo irregular de tecido nervoso, vascular (sanguíneo e linfático), tecido fibroblástico e conjuntivo, o 
qual se comunica com o ovário através do hilo (Silva, 2004). Sua função consiste na sustentação e 
nutrição do ovário (Araújo et al., 2014). Consequentemente, durante a vida reprodutiva de uma fêmea a 
funcionabilidade do ovário é influenciada pela interação exata entre os fatores endócrinos, autócrinos e 
parácrinos, que juntos, atuam no processo de desenvolvimento folicular e oocitário, conhecido como 
foliculogênese e oogênese, respectivamente (Monniaux et al., 1997; Atwood; Meethal, 2016). 
 

Oogênese e Foliculogênese – Aspectos básicos do desenvolvimento folicular 
 

A oogênese consiste na formação e modificação das células germinativas primordiais até 
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alcançarem o estágio de formação do oócito haploide (Fig. 1; Rüsse, 1983; Araújo et al., 2014). Es
processo ocorre ainda durante a vida fetal juntamente com a foliculogênese e, apenas alguns dos oócitos 
presentes no pool de reserva (população folicular) conseguirão atingir o processo de desenvolvimento até 
a fecundação (Bessa; Dode, 2013). Sabe
estabelecido (Saumande, 1991). Sendo assim, durante a fase de embrião, as células germinativas 
primordiais, localizadas no saco vitelínico deslocam
transformarem em oogônias, com remanejamento das organelas citoplasmáticas, proliferação celular 
acentuada e a perda das características de motilidade (Sadeu et al., 2006; Bessa; Dode, 2013). Após as 
múltiplas divisões mitóticas das células germinativas primordi
células. A primeira linhagem de células germinativas tem por início imediato sucessivas divisões 
mitóticas originando as células nomeadas de oogônias (Araújo et al., 2014). Enquanto que a segunda, 
permanece em interfase e darão origem às novas células germinativas que posteriormente se diferenciarão 
em oócitos (Hirshfield, 1991).  
 

Figura 1. Representação esquemática da formação das células germinativas primordiais (CGP) e oogênese
Fonte: Adaptado de Sánchez, Smitz 

 
 

Como continuação do processo de oogênese, as células que se encontram em estágio de 
primeira divisão meiótica apresentam a interrupção dessa divisão e a constituição de oócitos primários, 
que persistem neste estágio até a puberdade (Hirshfield, 1991). Ao i
estímulos que determinam o momento da ovulação, isso é possível pelo pico do hormônio luteinizante 
(LH) e declínio das concentrações do hormônio folículo estimulante (FSH), e neste momento, os oócitos 
retomam a meiose do estágio de prófase I. Posteriormente, acontece o rompimento da vesícula 
germinativa, na qual sucedem as seguintes etapas, metáfase I, anáfase I e telófase I, com a extrusão do 
primeiro corpúsculo polar e o desenvolvimento do oócito secundário (Betteridge et

Subsequentemente, inicia
desenvolve até atingir o estágio de metáfase II. Este é o momento da segunda interrupção da meiose. O 
oócito continua neste estágio até a chegada do esperma
fecundação, o oócito prossegue a meiose (Betteridge et al., 1989) e finaliza a oogênese com a extrusão do 
segundo corpúsculo polar, culminando com a formação do oócito haploide fecundado. 

Mesmo com os inúmeros estudos e o desenvolvimento de diversas técnicas reprodutivas, as 
informações existentes sobre o processo de foliculogênese, principalmente relacionados aos folículos pré
antrais, aos mecanismos de maturação e a atresia folicular aind
et al., 2014). Assim como na oogênese, o início da foliculogênese na maioria das espécies também ocorre 
no decorrer da vida fetal, com a formação da reserva de folículos primordiais quiescentes, os quais são 
fisiologicamente estimulados a um crescimento sequencial e coordenados tanto pelo eixo 
hipotalâmico/hipofisário quanto pelos ovários (Monniaux et al., 1997). Este processo de crescimento é 
ajustado pela presença de hormônios esteroides modulados pela atividade das
pelos próprios folículos presentes nos ovários, por fatores de crescimento e por outras substâncias ainda 
desconhecidas (Lima-Verde et al., 2011). 

Logo, o processo da foliculogênese é definido como a formação, o desenvolviment
maturação folicular. Este, inicia-
desenvolvimento, com o folículo no ápice da maturação, também denominado como folículo dominante 
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alcançarem o estágio de formação do oócito haploide (Fig. 1; Rüsse, 1983; Araújo et al., 2014). Es
processo ocorre ainda durante a vida fetal juntamente com a foliculogênese e, apenas alguns dos oócitos 

de reserva (população folicular) conseguirão atingir o processo de desenvolvimento até 
a fecundação (Bessa; Dode, 2013). Sabe-se ainda, que as fêmeas nascem com um estoque de oócitos pré
estabelecido (Saumande, 1991). Sendo assim, durante a fase de embrião, as células germinativas 
primordiais, localizadas no saco vitelínico deslocam-se para as gônadas em desenvolvimento para se 

ormarem em oogônias, com remanejamento das organelas citoplasmáticas, proliferação celular 
acentuada e a perda das características de motilidade (Sadeu et al., 2006; Bessa; Dode, 2013). Após as 
múltiplas divisões mitóticas das células germinativas primordiais originam-se dois tipos diferentes de 
células. A primeira linhagem de células germinativas tem por início imediato sucessivas divisões 
mitóticas originando as células nomeadas de oogônias (Araújo et al., 2014). Enquanto que a segunda, 

fase e darão origem às novas células germinativas que posteriormente se diferenciarão 

Figura 1. Representação esquemática da formação das células germinativas primordiais (CGP) e oogênese
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Como continuação do processo de oogênese, as células que se encontram em estágio de 
primeira divisão meiótica apresentam a interrupção dessa divisão e a constituição de oócitos primários, 
que persistem neste estágio até a puberdade (Hirshfield, 1991). Ao iniciar a vida reprodutiva ocorrem 
estímulos que determinam o momento da ovulação, isso é possível pelo pico do hormônio luteinizante 
(LH) e declínio das concentrações do hormônio folículo estimulante (FSH), e neste momento, os oócitos 

stágio de prófase I. Posteriormente, acontece o rompimento da vesícula 
germinativa, na qual sucedem as seguintes etapas, metáfase I, anáfase I e telófase I, com a extrusão do 
primeiro corpúsculo polar e o desenvolvimento do oócito secundário (Betteridge et al., 1989). 

Subsequentemente, inicia-se a segunda divisão meiótica, na qual o núcleo do oócito se 
desenvolve até atingir o estágio de metáfase II. Este é o momento da segunda interrupção da meiose. O 
oócito continua neste estágio até a chegada do espermatozoide para a fecundação. Caso haja a 
fecundação, o oócito prossegue a meiose (Betteridge et al., 1989) e finaliza a oogênese com a extrusão do 
segundo corpúsculo polar, culminando com a formação do oócito haploide fecundado. 

Mesmo com os inúmeros estudos e o desenvolvimento de diversas técnicas reprodutivas, as 
informações existentes sobre o processo de foliculogênese, principalmente relacionados aos folículos pré
antrais, aos mecanismos de maturação e a atresia folicular ainda são pouco compreendidos (Silva
et al., 2014). Assim como na oogênese, o início da foliculogênese na maioria das espécies também ocorre 
no decorrer da vida fetal, com a formação da reserva de folículos primordiais quiescentes, os quais são 

icamente estimulados a um crescimento sequencial e coordenados tanto pelo eixo 
hipotalâmico/hipofisário quanto pelos ovários (Monniaux et al., 1997). Este processo de crescimento é 
ajustado pela presença de hormônios esteroides modulados pela atividade das gonadotrofinas sintetizadas 
pelos próprios folículos presentes nos ovários, por fatores de crescimento e por outras substâncias ainda 

Verde et al., 2011).  
Logo, o processo da foliculogênese é definido como a formação, o desenvolviment

-se com a formação do folículo primordial e culmina no último estágio de 
desenvolvimento, com o folículo no ápice da maturação, também denominado como folículo dominante 
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ou pré-ovulatório (Rossetto et al., 2011; Rosse
ocorre no momento em que os oócitos são individualizados pela separação dos cordões das células 
germinativas (Fig. 2; Bristol-Gould; Woodruff, 2006; Bessa; Dode, 2013). 
 

 

Figura 2. Esquema ilustrativo da origem dos folículos primordiais a partir das células germinativas presentes nos 
ovários 
Fonte: Adaptado de Juengel et al. (2002)
 
 

Por padrão, os folículos primordiais quiescentes selecionados para se desenvolverem durante o 
processo de recrutamento inicial se tornam folículos primários. Esses folículos primários continuam a se 
desenvolver para se tornarem folículos secundários e então terciários com o surgimento de uma cavidade para 
posteriormente atingirem o ápice do desenvolvimento até folículo a
 

Classificação e caracterização estrutural dos folículos ovarianos
 

O folículo é a unidade morfológica e funcional responsável por proporcionar um ambiente 
apropriado para manutenção e viabilidade, além do crescimento e maturação do oócito para o processo de 
ovulação (Lima; Santos, 2010; Rossetto et al., 2013). A população
muito heterogênea (Saraiva et al., 2011). A composição do folículo ovariano consiste num oócito 
circundado por células somáticas (granulosa e tecais). Assim, os folículos podem ser classificados em 
relação aos aspectos morfológicos (formato, tamanho e o número de camadas das células da granulosa 
que envolve o oócito imaturo) e grau de evolução em: 1) folículos pré
folículos antrais ou cavitários (Figueiredo et al., 
classificados como primordiais, primários e secundários; e os folículos antrais compreendem os folículos 
terciários e pré-ovulatórios (Fig. 3; Hulshof et al., 1994; Lima
 

 
Figura 3. Representação do desenvolvimen
Oogônias. 2. Folículo Primordial. 3. Folículo Primário. 4. Folículo Secundário. 5. Folículo Terciário. 6. Folículo Pré
ovulatório. a: Formação folicular. b: Ativação. c: Crescimento foli
folicular  
Fonte: Adaptado de Araújo et al. (2014
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ovulatório (Rossetto et al., 2011; Rossetto et al., 2013). A formação dos folículos primordiais 
ocorre no momento em que os oócitos são individualizados pela separação dos cordões das células 

Gould; Woodruff, 2006; Bessa; Dode, 2013).  

ivo da origem dos folículos primordiais a partir das células germinativas presentes nos 

Juengel et al. (2002) 

Por padrão, os folículos primordiais quiescentes selecionados para se desenvolverem durante o 
o inicial se tornam folículos primários. Esses folículos primários continuam a se 

desenvolver para se tornarem folículos secundários e então terciários com o surgimento de uma cavidade para 
posteriormente atingirem o ápice do desenvolvimento até folículo antral pré-ovulatório (Araújo et al., 2014).

Classificação e caracterização estrutural dos folículos ovarianos

O folículo é a unidade morfológica e funcional responsável por proporcionar um ambiente 
apropriado para manutenção e viabilidade, além do crescimento e maturação do oócito para o processo de 
ovulação (Lima; Santos, 2010; Rossetto et al., 2013). A população de folículos presente nos ovários é 
muito heterogênea (Saraiva et al., 2011). A composição do folículo ovariano consiste num oócito 
circundado por células somáticas (granulosa e tecais). Assim, os folículos podem ser classificados em 

morfológicos (formato, tamanho e o número de camadas das células da granulosa 
que envolve o oócito imaturo) e grau de evolução em: 1) folículos pré-antrais ou não cavitários e 2) 
folículos antrais ou cavitários (Figueiredo et al., 2007). Os folículos ovarianos pré
classificados como primordiais, primários e secundários; e os folículos antrais compreendem os folículos 

ovulatórios (Fig. 3; Hulshof et al., 1994; Lima-Verde et al., 2011). 

Representação do desenvolvimento dos folículos ovarianos de acordo com caracterização folicular. 1. 
Oogônias. 2. Folículo Primordial. 3. Folículo Primário. 4. Folículo Secundário. 5. Folículo Terciário. 6. Folículo Pré
ovulatório. a: Formação folicular. b: Ativação. c: Crescimento folicular. d: Crescimento folicular. e: Dominância 

2014). 
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tto et al., 2013). A formação dos folículos primordiais 
ocorre no momento em que os oócitos são individualizados pela separação dos cordões das células 

 

ivo da origem dos folículos primordiais a partir das células germinativas presentes nos 

Por padrão, os folículos primordiais quiescentes selecionados para se desenvolverem durante o 
o inicial se tornam folículos primários. Esses folículos primários continuam a se 

desenvolver para se tornarem folículos secundários e então terciários com o surgimento de uma cavidade para 
ovulatório (Araújo et al., 2014). 

Classificação e caracterização estrutural dos folículos ovarianos 

O folículo é a unidade morfológica e funcional responsável por proporcionar um ambiente 
apropriado para manutenção e viabilidade, além do crescimento e maturação do oócito para o processo de 

de folículos presente nos ovários é 
muito heterogênea (Saraiva et al., 2011). A composição do folículo ovariano consiste num oócito 
circundado por células somáticas (granulosa e tecais). Assim, os folículos podem ser classificados em 

morfológicos (formato, tamanho e o número de camadas das células da granulosa 
antrais ou não cavitários e 2) 

anos pré-antrais são 
classificados como primordiais, primários e secundários; e os folículos antrais compreendem os folículos 

 

to dos folículos ovarianos de acordo com caracterização folicular. 1. 
Oogônias. 2. Folículo Primordial. 3. Folículo Primário. 4. Folículo Secundário. 5. Folículo Terciário. 6. Folículo Pré-

cular. d: Crescimento folicular. e: Dominância 
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Durante a foliculogênese, a morfologia folicular é alterada, visto que o oócito cresce e as 
células da granulosa circundantes se multiplicam e se diferenciam
Lima-Verde et al., 2011). Durante a fase fetal, alguns folículos primordiais são ativados, crescem e se 
diferenciam em outras categorias foliculares (pré
ovulatório será atingido apenas por alguns folículos durante a vida pós
(Fortune, 1994; Monniaux et al., 1997).

 
Folículos Pré-antrais 

 
O desenvolvimento folicular pré

mudanças no formato das células da granulosa, enquanto, o estágio tardio ocorre o aumento do diâmetro 
oocitário, bem como, a proliferação das células da granulosa (Figueiredo et al., 1994). Ao final do 
crescimento desses folículos pré
camadas de células da granulosa e células da teca ao redor da membrana basal (Fig. 4; Barnett et al., 
2006). Ainda, os folículos secundários apresentam como característica o surgimento da zona pelúcida, 
formada por glicoproteínas que circundam o oócito (Rankin et al., 2001). Para estes estágios foliculares, 
as células da granulosa apresentam uma extensiva rede de junções do tipo gap, os quais são canais 
membranários que possibilitam a passagem de íons inorgânicos, nutrie
mensageiros para o interior das células (Kidder; Mhawi, 2002). 
 

 
Figura 4. Alterações celulares em folículos ovarianos pré
Fonte: Adaptado de Silva-Buttkus et al. 
 
Folículos Primordiais 

 
Os folículos ovarianos primordiais representam o estágio inicial do desenvolvimento folicular 

localizados no pool de reserva. Durante esta fase alguns folículos serão ativados e iniciarão o processo de 
crescimento e diferenciação (Telfer et al., 2008). Cada folículo é composto por um oócito rodeado por 
uma camada de quatro a oito células da granulosa achatada (Hulshof et al., 1994; Fair et al., 1997a). Em 
bovinos, o diâmetro folicular no estágio primordial pode variar de 30 a
25 µm (Beckers et al., 1996). Nesses folículos, o núcleo do oócito permanece numa posição central 
evidenciando o nucléolo. Já as organelas estão distribuídas uniformemente pelo citoplasma ou 
aproximadas ao núcleo. A organel
enquanto, o complexo de Golgi e o retículo endoplasmático liso são estruturas pouco desenvolvidas e 
distribuídas desuniformemente pelo citoplasma (Lucci et al., 2001).

 
Folículos Primários 

 
A atividade proliferativa das células da granulosa dos folículos primários culmina na formação 

de uma camada de células cuboides ao redor do oócito. Desse modo os folículos primários apresentam 
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Durante a foliculogênese, a morfologia folicular é alterada, visto que o oócito cresce e as 
células da granulosa circundantes se multiplicam e se diferenciam (Bristol-Gould; Woodruff, 2006; 

Verde et al., 2011). Durante a fase fetal, alguns folículos primordiais são ativados, crescem e se 
diferenciam em outras categorias foliculares (pré-antrais e terciários), entretanto o estágio de folículo pré

o será atingido apenas por alguns folículos durante a vida pós-natal e sob o efeito de hormônios 
(Fortune, 1994; Monniaux et al., 1997). 

O desenvolvimento folicular pré-antral precoce está relacionado ao aumento do volume e 
no formato das células da granulosa, enquanto, o estágio tardio ocorre o aumento do diâmetro 

oocitário, bem como, a proliferação das células da granulosa (Figueiredo et al., 1994). Ao final do 
crescimento desses folículos pré-antrais (folículo em estágio secundário) apresentam ao menos duas 
camadas de células da granulosa e células da teca ao redor da membrana basal (Fig. 4; Barnett et al., 
2006). Ainda, os folículos secundários apresentam como característica o surgimento da zona pelúcida, 

oproteínas que circundam o oócito (Rankin et al., 2001). Para estes estágios foliculares, 
as células da granulosa apresentam uma extensiva rede de junções do tipo gap, os quais são canais 
membranários que possibilitam a passagem de íons inorgânicos, nutrientes, pequenos metabólicos e os 
mensageiros para o interior das células (Kidder; Mhawi, 2002).  

Alterações celulares em folículos ovarianos pré-antrais que ocorrem durante o desenvolvimento folicular
Buttkus et al. (2008). 

Os folículos ovarianos primordiais representam o estágio inicial do desenvolvimento folicular 
de reserva. Durante esta fase alguns folículos serão ativados e iniciarão o processo de 

iação (Telfer et al., 2008). Cada folículo é composto por um oócito rodeado por 
uma camada de quatro a oito células da granulosa achatada (Hulshof et al., 1994; Fair et al., 1997a). Em 
bovinos, o diâmetro folicular no estágio primordial pode variar de 30 a 40 µm, com um oócito entre 20 a 
25 µm (Beckers et al., 1996). Nesses folículos, o núcleo do oócito permanece numa posição central 
evidenciando o nucléolo. Já as organelas estão distribuídas uniformemente pelo citoplasma ou 
aproximadas ao núcleo. A organela mais evidente e predominantemente redonda é a mitocôndria, 
enquanto, o complexo de Golgi e o retículo endoplasmático liso são estruturas pouco desenvolvidas e 
distribuídas desuniformemente pelo citoplasma (Lucci et al., 2001). 

vidade proliferativa das células da granulosa dos folículos primários culmina na formação 
de uma camada de células cuboides ao redor do oócito. Desse modo os folículos primários apresentam 
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Durante a foliculogênese, a morfologia folicular é alterada, visto que o oócito cresce e as 
Gould; Woodruff, 2006; 

Verde et al., 2011). Durante a fase fetal, alguns folículos primordiais são ativados, crescem e se 
antrais e terciários), entretanto o estágio de folículo pré-

natal e sob o efeito de hormônios 

antral precoce está relacionado ao aumento do volume e 
no formato das células da granulosa, enquanto, o estágio tardio ocorre o aumento do diâmetro 

oocitário, bem como, a proliferação das células da granulosa (Figueiredo et al., 1994). Ao final do 
secundário) apresentam ao menos duas 

camadas de células da granulosa e células da teca ao redor da membrana basal (Fig. 4; Barnett et al., 
2006). Ainda, os folículos secundários apresentam como característica o surgimento da zona pelúcida, 

oproteínas que circundam o oócito (Rankin et al., 2001). Para estes estágios foliculares, 
as células da granulosa apresentam uma extensiva rede de junções do tipo gap, os quais são canais 

ntes, pequenos metabólicos e os 

 

antrais que ocorrem durante o desenvolvimento folicular 

Os folículos ovarianos primordiais representam o estágio inicial do desenvolvimento folicular 
de reserva. Durante esta fase alguns folículos serão ativados e iniciarão o processo de 

iação (Telfer et al., 2008). Cada folículo é composto por um oócito rodeado por 
uma camada de quatro a oito células da granulosa achatada (Hulshof et al., 1994; Fair et al., 1997a). Em 

40 µm, com um oócito entre 20 a 
25 µm (Beckers et al., 1996). Nesses folículos, o núcleo do oócito permanece numa posição central 
evidenciando o nucléolo. Já as organelas estão distribuídas uniformemente pelo citoplasma ou 

a mais evidente e predominantemente redonda é a mitocôndria, 
enquanto, o complexo de Golgi e o retículo endoplasmático liso são estruturas pouco desenvolvidas e 

vidade proliferativa das células da granulosa dos folículos primários culmina na formação 
de uma camada de células cuboides ao redor do oócito. Desse modo os folículos primários apresentam 
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um oócito rodeado por uma camada de 11 a 12 células da granulosa em formato cuboide, o diâmetro 
folicular pode variar de 40 a 70 µm. Os folículos primordiais e primários podem ser facilmente 
diferenciados pelas alterações morfológicas das células da granulosa (Hulshof et al., 1994). Assim, os 
folículos primários são caracterizados por um oócito esférico, mitocôndrias por todo o ooplasma com 
prevalência do formato arredondado, entretanto, algumas já se mostravam alongadas com cristas 
transversais. As gotas de lipídeos, complexos de Golgi e retículos endoplasmáticos são mais frequentes e 
se localizam mais próximos à membrana nuclear (Basso; Esper, 2002). 
 
Folículos Secundários 

 
Por sua vez, quando os folículos atingem o estágio de duas ou mais camadas das células da 

granulosa cuboidais, são então denominados de folículos secundários. Em bovinos, os folículos 
secundários apresentam diâmetro de 60 a 200 µm (Beckers et al., 1996). No decorrer do crescimento as 
fibras de tecido conectivo se posicionam paralelamente à membrana basal para formar a camada tecal.  
Nesses folículos o núcleo do oócito está disposto em uma posição excêntrica, diferente dos folículos 
primordiais posicionados na região central. Assim, o núcleo do oócito estará situado entre a zona pelúcida 
e o centro do oócito; as organelas também se deslocam para a periferia do folículo (Hyttel et al., 1997). A 
zona pelúcida é composta por pequenos microvilos e está localizada entre o oócito e as células da 
granulosa. Com o desenvolvimento folicular o espessamento da zona pelúcida torna-se visível (Lucci et 
al., 2001; Rossetto et al., 2011).  
 
Folículos Antrais 

 
Os folículos denominados antrais são caracterizados pela organização das células da granulosa 

em diversas camadas com a formação de uma cavidade repleta de fluido folicular, denominado de antro 
(Bessa; Dode, 2013). O líquido folicular que compõe esta cavidade possui água, proteínas séricas, 
eletrólitos e altas concentrações de hormônios esteroides secretados pelas células da granulosa (Barnett et 
al., 2006). Dentro da categoria dos folículos antrais estão presentes os folículos terciários e pré-
ovulatórios. Os folículos terciários são constituídos de um oócito circundado pela zona pelúcida, uma 
pequena cavidade antral e várias camadas de células da granulosa e tecais. São caracterizados pela 
presença de muitas microvilosidades dentro da zona pelúcida, bem como grande quantidade de 
mitocôndrias arredondadas e alongadas e partículas lipídicas (Fair et al., 1997b), enquanto, os folículos 
pré-ovulatório representam o estágio final do desenvolvimento folicular. Neste caso, há o predomínio de 
mitocôndrias arredondadas, além disso, é possível visualizar mitocôndrias encapuzadas, caracterizado 
como o crescimento completo do oócito em bovinos (Hyttel et al., 1997). 

 
População Folicular 

 
Estima-se que a população de folículos ovarianos seja variável entre as espécies. Na espécie 

bovina, a população folicular ao nascimento está em torno de 235.000 folículos por ovário (Erickson, 
1966; Silva-Santos et al., 2011), enquanto que em caprinos e ovinos este número pode variar entre 37.646 
(Lucci et al., 1999) e 160.000 (Driancourt et al., 1991) folículos, respectivamente. A população folicular 
dos ovários é composta por mais de 90% de folículos pré-antrais, e está localizada no córtex ovariano 
(Tassel; Kennedy, 1980). Os folículos presentes no pool, representam aqueles em quiescência, os quais 
estão diretamente relacionados com a renovação contínua dos folículos antrais no ovário durantes os 
ciclos reprodutivos (Guibault et al., 1986). Ao deixarem a fase de quiescência, os folículos sofrem um 
processo sequencial de crescimento regulado pela presença de hormônios e fatores de crescimento. Ao 
iniciar o processo de foliculogênese o objetivo é a liberação de um oócito maduro, pronto para a 
fecundação (Rossetto et al., 2011). Assim, essa reserva representativa dos folículos existente nos ovários, 
conhecido como pool de folículos pré-antrais, pode significar um material genético destinado para a 
manipulação, preservação das espécies e até para o tratamento de infertilidade (Picton, 2001).  

Além disso, a população de folículos antrais é altamente variável entre os indivíduos, todavia, 
mantém-se alta repetibilidade individual (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2008). Tendo em vista essa 
variação, existem diferentes fatores que podem influenciar diretamente o número de folículos presentes 
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no ovário, como já mencionado a variação individual, encontra
raça (Bos indicus - Nelore e Bos taurus
(Rüsse, 1983), os níveis hormonais (Peters, 1976), o estado nutricional (Scaramuzzi et al., 1993; Szlachta; 
Tischner, 2008) e reprodutivo (Silva
indivíduos adultos é altamente expressiva, e está relaci
e a função ovariana (Ireland et al., 2009).

 

 
O crescimento folicular tem como início a ativação dos folículos primordiais pela passagem 

dos folículos encontrados no pool
1983). No momento em que o folículo deixar a reserva, crescerá até ovular ou sofrerá atresia folicular 
(Mayer et al., 2004; Lima-Verde et al., 2011). O primeiro sinal é marcado pela pr
granulosa (Fig. 5). Estas presente
formato cuboide, tornando-se folículos em estágio de transição, caracterizados assim pela presença de 
ambos os formatos das células da granulosa, achatadas e cuboides, e, subsequentemente, formando os 
folículos primários, com a presença de uma camada de células da granulosa cuboides em torno do oócito 
(Gougeon; Busso, 2000; Silva-Buttkus et al., 2008).
 

 
Figura 5. Fases de transição das células da granulosa durante o crescimento folicular 
Fonte: Adaptado de Silva-Buttkus et al. (2008) 

 
As alterações que ocorrem durante o crescimento dos folículos consistem na mudança do 

formato das células da granulosa, além do aumento consideráv
oócito (Hirshfield, 1991, Silva-Buttkus et al., 2008). Os mecanismos e fatores responsáveis pela ativação 
dos folículos no estágio primordial, bem como aqueles envolvidos na variação estrutural durante o início 
do crescimento folicular ainda são desconhecidos (Rajabi et al., 2018).

 

 
Os folículos ovarianos que chegam ao estágio ovulatório são poucos, em consequência do 

processo de atresia. Estima-se que aproximadamente 99,9% dos folículos ovarianos 
ou apoptose durante o desenvolvimento, processo este denominado atresia folicular, em virtude disso, 
considera-se o ovário um órgão de baixa produtividade (Johnson, 2003). Assim como em outros asp
fisiológicos, a atresia folicular p
reprodutivo, lactação, gestação, hormônios, nutrição e isquemia. Durante a década de 80, a atresia foi 
postulada como um processo de morte celular programada caracterizada por apoptose (T
1984). Após alguns estudos, evidencias demonstraram que a apoptose celular consiste no principal 
mecanismo bioquímico responsável pela atresia (Markström et al., 2002). A sua principal modificação 
ressaltada é a condensação da cromatina do nú
morfológicas decorrentes da apoptose são observadas em oócitos e células da granulosa. Nos folículos 
pré-antrais, as primeiras alterações que indicam atresia acontecem no oócito, como a retração da 
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no ovário, como já mencionado a variação individual, encontra-se ainda, a genética (Erickson, 1966), a 
Bos taurus - Aberdeen Angus; Silva-Santos et al., 2011; 2014), a idade 

83), os níveis hormonais (Peters, 1976), o estado nutricional (Scaramuzzi et al., 1993; Szlachta; 
Tischner, 2008) e reprodutivo (Silva-Santos et al., 2014). Esta variação entre a população antral nos 
indivíduos adultos é altamente expressiva, e está relacionada positivamente com os índices de fertilidade 
e a função ovariana (Ireland et al., 2009). 

Crescimento e Ativação Folicular 

O crescimento folicular tem como início a ativação dos folículos primordiais pela passagem 
pool de reserva ou folículos quiescentes para o pool de crescimento (Rüsse, 

1983). No momento em que o folículo deixar a reserva, crescerá até ovular ou sofrerá atresia folicular 
Verde et al., 2011). O primeiro sinal é marcado pela proliferação das células da 
presentes nos folículos primordiais em crescimento gradualmente adquirem o 

se folículos em estágio de transição, caracterizados assim pela presença de 
as da granulosa, achatadas e cuboides, e, subsequentemente, formando os 

folículos primários, com a presença de uma camada de células da granulosa cuboides em torno do oócito 
Buttkus et al., 2008). 

 

ão das células da granulosa durante o crescimento folicular  
Buttkus et al. (2008)  

As alterações que ocorrem durante o crescimento dos folículos consistem na mudança do 
formato das células da granulosa, além do aumento considerável do volume citoplasmático e nuclear do 

Buttkus et al., 2008). Os mecanismos e fatores responsáveis pela ativação 
dos folículos no estágio primordial, bem como aqueles envolvidos na variação estrutural durante o início 

rescimento folicular ainda são desconhecidos (Rajabi et al., 2018). 

Atresia Folicular 

Os folículos ovarianos que chegam ao estágio ovulatório são poucos, em consequência do 
se que aproximadamente 99,9% dos folículos ovarianos sofrem degeneração 

ou apoptose durante o desenvolvimento, processo este denominado atresia folicular, em virtude disso, 
se o ovário um órgão de baixa produtividade (Johnson, 2003). Assim como em outros asp

fisiológicos, a atresia folicular pode ser influenciada por diferentes fatores, tais como, idade, ciclo 
reprodutivo, lactação, gestação, hormônios, nutrição e isquemia. Durante a década de 80, a atresia foi 
postulada como um processo de morte celular programada caracterizada por apoptose (T
1984). Após alguns estudos, evidencias demonstraram que a apoptose celular consiste no principal 
mecanismo bioquímico responsável pela atresia (Markström et al., 2002). A sua principal modificação 
ressaltada é a condensação da cromatina do núcleo (Silva-Buttkus et al., 2008). Muitas características 
morfológicas decorrentes da apoptose são observadas em oócitos e células da granulosa. Nos folículos 

antrais, as primeiras alterações que indicam atresia acontecem no oócito, como a retração da 
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se ainda, a genética (Erickson, 1966), a 
Santos et al., 2011; 2014), a idade 

83), os níveis hormonais (Peters, 1976), o estado nutricional (Scaramuzzi et al., 1993; Szlachta; 
Santos et al., 2014). Esta variação entre a população antral nos 

onada positivamente com os índices de fertilidade 

O crescimento folicular tem como início a ativação dos folículos primordiais pela passagem 
de crescimento (Rüsse, 

1983). No momento em que o folículo deixar a reserva, crescerá até ovular ou sofrerá atresia folicular 
oliferação das células da 

nos folículos primordiais em crescimento gradualmente adquirem o 
se folículos em estágio de transição, caracterizados assim pela presença de 

as da granulosa, achatadas e cuboides, e, subsequentemente, formando os 
folículos primários, com a presença de uma camada de células da granulosa cuboides em torno do oócito 

As alterações que ocorrem durante o crescimento dos folículos consistem na mudança do 
el do volume citoplasmático e nuclear do 

Buttkus et al., 2008). Os mecanismos e fatores responsáveis pela ativação 
dos folículos no estágio primordial, bem como aqueles envolvidos na variação estrutural durante o início 

Os folículos ovarianos que chegam ao estágio ovulatório são poucos, em consequência do 
sofrem degeneração 

ou apoptose durante o desenvolvimento, processo este denominado atresia folicular, em virtude disso, 
se o ovário um órgão de baixa produtividade (Johnson, 2003). Assim como em outros aspectos 

ode ser influenciada por diferentes fatores, tais como, idade, ciclo 
reprodutivo, lactação, gestação, hormônios, nutrição e isquemia. Durante a década de 80, a atresia foi 
postulada como um processo de morte celular programada caracterizada por apoptose (Tsafiri; Braw, 
1984). Após alguns estudos, evidencias demonstraram que a apoptose celular consiste no principal 
mecanismo bioquímico responsável pela atresia (Markström et al., 2002). A sua principal modificação 

Buttkus et al., 2008). Muitas características 
morfológicas decorrentes da apoptose são observadas em oócitos e células da granulosa. Nos folículos 

antrais, as primeiras alterações que indicam atresia acontecem no oócito, como a retração da 
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cromatina nuclear e a fragmentação oocitária (Morita; Tilly, 1999), ao mesmo tempo, as alterações das 
células da granulosa presentes nestes folículos são encontradas raramente. Entretanto, ao se desenvolver o 
oócito do folículo se encontra altamente resistente, no qual alterações indicativas de atresia são 
primeiramente observadas nas células da granulosa (Silva-Buttkus et al., 2008). 

Com a evolução do processo degenerativo e/ou morte celular é possível utilizar as técnicas de 
histologia clássica e microscopia eletrônica de transmissão como métodos importantes para a 
identificação da qualidade folicular. Na análise da histológica, as alterações que indicam atresia dos 
folículos pré-antrais são evidenciadas primeiramente no oócito, através da picnose nuclear como primeiro 
sinal de degeneração (Wood et al., 1997). Em decorrência deste processo, é possível ainda identificar o 
oócito com mais de três vacúolos citoplasmáticos e sinais de início da descondensação da cromatina, 
enquanto, em estágios mais avançados, o oócito apresenta o nucléolo e o citoplasma em fragmentação e 
condensação da cromatina elevada, ou ainda completamente fragmentado ou ausente (Butler, 1970; 
Wandji et al., 1996; Salomon et al., 2018). Nas características ultraestruturais, os oócitos inclusos em 
folículos primordiais degenerados têm um aumento progressivo de vacúolos citoplasmáticos e retração 
oocitária, eventos que antecedem as alterações nas células da granulosa. Além disso, as células da 
granulosa tornam-se túrgidas e diminuem o número de organelas do citoplasma (Tassel; Kennedy, 1980), 
já nos folículos antrais, as alterações são a picnose nuclear e a vacuolização citoplasmática que 
acontecem primeiramente nas células da granulosa (Hay et al., 1976) e posteriormente, ocorre o 
surgimento de degeneração nas células tecais (O’shea et al., 1978) e, por fim, no oócito (Hay et al., 
1976). 

Embora seja um fenômeno natural, independente da fase que ocorra, o processo de atresia 
encurta de maneira significativa o número de oócitos viáveis durante a vida reprodutiva da fêmea. A 
atresia ocorre por duas vias, a via degenerativa (Rodrigues et al., 2010) e/ou pela via apoptótica (Mcgee; 
Horne, 2000). Uma das principais causas da morte celular por degeneração é a isquemia (Farber, 1982). 
Isto ocorre pela diminuição da síntese de ATP que afeta o funcionando da bomba Na+/K+ localizada na 
membrana celular. Em folículos este processo é dependente de uma regulação conjunta de diferentes 
fatores autócrinos, endócrinos e parácrinos. Ainda, pelo balanço entre os fatores que possibilitam a 
sobrevivência ou aqueles que induzem a apoptose o folículo ovariano será direcionado a um destes 
destinos, continuar o desenvolvimento ou sofrer atresia (Hsu; Hsueh, 2000). Em síntese, no início desse 
processo pode ser possível a ausência de sinais de degeneração nos oócitos e a viabilidade de algumas 
células da granulosa em folículos atrésicos, o qual possibilita a recuperação dos folículos e sugerem a 
retomada da ovulação (Hirshfield, 1991). 

 
Biotecnologia utilizada no auxílio da compreensão e estudo da foliculogênese 

 
Para uma expansão sólida de todo o universo tecnológico vinculado à reprodução, a base 

fundamental de toda a fisiologia feminina é a foliculogênese. Por esta razão, o interesse sobre o tema tem 
aumentado consideravelmente nos últimos anos (Andrade et al., 2012; Bizarro-Silva et al., 2018). 
Somando-se aos aspectos dinâmicos da aplicação de tais biotécnicas, o estudo da foliculogênese 
apresenta-se em momento extremamente importante, principalmente para as bases relacionadas a 
aplicação de técnicas destinada a reprodução assistida (Andrade et al., 2012; Vieira, 2012). Ao considerar 
que uma mínima parcela dos folículos ovarianos se desenvolve até o processo de ovulação, foi 
preestabelecida uma biotécnica de manipulação oocitária, conhecida como MOIFOPA, a qual pretende 
recuperar os oócitos inclusos nos folículos e os cultivá-los in vitro até sua maturação completa (Eppig; 
O’brien, 1996; Lima; Santos, 2010). Esta técnica, apresenta como base o isolamento ou resgate de 
folículos pré-antrais a partir de ovários; a conservação para estocagem por curto (resfriamento) ou por 
longo período (congelação); e o cultivo folicular com a finalidade de desenvolver o crescimento, 
maturação e fecundação in vitro dos oócitos previamente inclusos em folículo pré-antrais (Figueiredo et 
al., 2007; Lima; Santos, 2010). 

Com o objetivo de ampliar o conhecimento, o cultivo de folículos ovarianos in vitro e a 
criopreservação do tecido ovariano destaca-se como uma biotécnica extremamente útil para esclarecer 
vários aspectos pouco compreendidos da gônada feminina. Apresentando-se como modelo experimental 
bastante eficiente, o estudo dos folículos pré-antrais pode ser a chave para a melhor compreensão dos 
muitos desafios atuais, quanto à ativação e o controle do desenvolvimento dos folículos ovarianos 
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ainda, aqueles em processo de extinção. Além disso, contribuiria para a padronização da
como fertilização in vitro, transgenia e a clonagem através da utilização de oócitos obtidos por esta 
biotecnologia, que de outra forma fisiologicamente degenerariam (Lima; Santos, 2010; Ealy et al. 2019).
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o contato celular possibilitando a interação intercelular entre folículos e células adjacentes (células 
estromais/tecas e células da granulosa), que podem influenciar favoravelmente seu cresc
proporcionam a integridade tridimensional dos folículos por evitar a exposição prolongada das células ao 
ambiente externo (Abir et al., 2006; Green; Shikanov, 2016). Além de ser um método fácil para cultivar 
os folículos, o sistema in situ parece facilitar a ativação espontânea de folículos primordiais além de 
permitir o cultivo de um grande número de folículos pré
2014). Em contrapartida, o sistema de cultivo isolado necessita de métodos para
presentes no córtex ovariano. Os métodos desenvolvidos para o isolamento dos folículos são mecânico 
e/ou enzimático (Figueiredo et al., 2018). Embora os folículos pré
primários possam ser facilmente i
na maioria das vezes folículos secundários pequenos (diâmetro 
apresentam predileção para sistema de cultivo 
amadurecimento dos oócitos (Rossetto et al., 2013). Após o isolamento, os folículos podem ser 
cultivados, na sua forma intacta, para estudos sob a interferência 
hormônios, sendo possível o monitoramento i
avaliação do desenvolvimento (Silva, 2005; Figueiredo et al., 2007). De acordo com registros, o primeiro 
estudo de folículos pré-antrais isolados ocorreu em 1964 em animais de laboratório (camundon
enquanto Figueiredo et al. (1993) utilizaram a técnica de isolamento em bovinos em 1990. Os estudos 
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empregaram metodologias enzimáticas e mecânicas na década de 60 e 90, respectivamente. Existem 
diversos estudos recentes realizados com finalidade de originar in vitro o crescimento de folículos pré-
antrais in situ ou isolado em diferentes espécies (ratas: Sadr et al., 2015; felinos: Vilela et al., 2016; 
ovinos: Lins et al., 2017; suínos: Nunes et al., 2018; bovinos: Bizarro-Silva et al., 2018; caprinos: Ferreira 
et al., 2018; equinos: Max et al., 2018 e humanos: Roy; Albee, 2000).  

Adicionalmente, os folículos pré-antrais podem ser cultivados em um método bidimensional 
(2D) ou tridimensional (3D; Fig. 6). No primeiro, os folículos são colocados diretamente sob a placa de 
cultivo ou uma monocamada de células somáticas (Hirao, 2012), enquanto que o segundo consiste no 
sistema em que os folículos são totalmente inclusos em uma matriz extracelular (colágeno ou ágar) ou em 
insertos (Millicell) que permitem que as células cultivadas passam acessar o meio tridimensionalmente. O 
crescimento, estrutura e função celular imitam mais de perto o que ocorre in vivo, sendo capaz de manter 
a arquitetura original do folículo ovariano (Figueiredo et al., 2018). Assim, com o intuito de incrementar 
os sistemas de cultivo propôs-se a utilização de um sistema de cultivo bidimensional com uma 
monocamada de gel de ágar (suporte; Sato et al., 2011) como estrutura física semelhante ao ovário. Este 
sistema de cultivo em monocamada é capaz de diminuir as perdas durante as manipulações e a 
integridade folicular é mantida (Costa et al., 2001) tendo assim um diferencial quando comparado ao 
sistema de cultivo in vitro tradicional e tridimensional, sem o uso da monocamada de gel de ágar. 

O desenvolvimento de condições in vitro para promover o desempenho folicular pode ser 
essencial para diminuir a atresia folicular geralmente ocorrida in vivo (Alves et al., 2013; Araújo et al., 
2014). Com isso, as condições ideais para a obtenção de sucesso durante o cultivo in vitro de folículos 
pré-antrais está diretamente relacionada a composição do meio (Andrade et al., 2012) e influências 
externas. É conhecido que os folículos podem ser influenciados em potencial pelos fatores de crescimento 
produzidos pelas células do estroma e por outros folículos, antioxidantes e hormônios (Fortune, 1994). O 
meio essencial mínimo (MEM) é um meio de cultura utilizado tanto para o cultivo de tecido ovariano 
bovino quanto de folículos pré-antrais isolados (Silva et al., 2004; Matos et al., 2007; Rossetto et al., 
2013). Em um estudo pioneiro utilizando folículos ovarianos pré-antrais utilizou-se um meio de cultivo 
base, chamado de controle, MEM com a adição de piruvato (0,23 mM), glutamina (2 mM), hipoxantina, 
suplementado com antibióticos, tais como penicilina - 20 UI/mL e estreptomicina – 200 µg/mL e ITS 
(insulina – 6,25 µg/mL, transferrina – 6,25 ng/mL e selênio – 6,25 ng/mL), significativamente aumentou 
a porcentagem de folículos morfologicamente normais de 29,4% (meio controle – MEM+) para 78,0% 
(meio tratado; Figueiredo et al., 1994). Logo, a composição do meio de cultivo com a ausência de 
hipoxantina e outros substratos energéticos, como glutamina e piruvato, mostraram que a sobrevivência 
dos folículos pré-antrais de bovinos foi reduzida (Figueiredo et al., 1994). Wandji et al. (1996) 
evidenciaram altas taxas (94%) de sobrevivência e início do crescimento in vitro de folículos primordiais 
bovinos em meio de cultivo sem adição de soro fetal bovino e utilização de fragmentos do córtex 
ovariano de fetos. Em virtude dos sistemas de cultivo in vitro as influências externas devem ser 
consideradas, tais como, a grande exposição folicular a radicais livres ocasionando estresse oxidativo em 
consequência à exposição à luz, às elevadas concentrações de oxigênio e às concentrações variáveis de 
substratos metabólicos. A utilização de um meio acrescido com antioxidante pode ser a chave para 
proteger os folículos do estresse oxidativo durante a ativação e o desenvolvimento in vitro (Rodrigues et 
al., 2010). 

Assim, várias investigações no âmbito MOIFOPA contribuíram para o cultivo in vitro 
mostrando que durante o controle do desenvolvimento folicular os hormônios, fatores de crescimento e 
peptídeos estão envolvidos (Rodrigues et al., 2010; Sánchez; Smitz, 2012). Além disso, os meios de 
cultivo geralmente tendem a minimizar a atresia folicular, através de diversas substâncias, como: fonte de 
proteína; antibióticos; antimicóticos; insulina, transferrina e selênio (ITS); piruvato, glutamina e 
ocasionalmente um ou mais fatores de crescimento. Entre esses podem-se destacar: o hormônio de 
crescimento (GH), o fator de crescimento epidermal (EGF), o hormônio folículo estimulante (FSH), o 
fator de crescimento e diferenciação-9 (GDF- 9), o kit ligand (KL), as proteínas morfogenéticas ósseas 4, 
7 e 15 (BMPs 4, 7 e 15), o fator de crescimento endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento 
fibroblástico (FGF), o fator de crescimento de queratinócitos (KGF), hormônio estimulante da tiroide 
(TSH), a ativina-A e peptídeo intestinal vasoativo (VIP), os fatores de crescimento semelhantes à insulina 
1 e 2 (IGFs 1 e 2) e tiroxina e/ou esteroides, tal como o estradiol, testosterona ou androstenediona 
(Figueiredo et al., 2007; Rodrigues et al., 2010; Andrade et al., 2012; Leitão et al., 2014; Fernandez et al., 
2016; Figueiredo et al., 2017). 
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Vários componentes endócrinos, autócrinos e parácrinos podem estimular a inervação ou a 
neovascularização dos pequenos folículos, o que possibilita a chegada de nutrientes, citocinas, hormônios 
e outras substâncias in vivo (Monniaux et al., 1997; Fortune; Yang; Muruvi, 2011). Ao que tudo indica, a 
presença destas sustâncias é necessária para o crescimento e sobrevivência folicular. Entretanto, os 
fatores que atuam no desenvolvimento de FOPA em ruminantes ainda são incompreendidos em sua 
totalidade (Figueiredo et al., 2007; Araújo et al., 2014). Buscando identificar os fatores que controlam a 
foliculogênese, assim como, promovem o crescimento e a maturação oocitária junto à multiplicação e 
diferenciação das células da granulosa têm se desenvolvido diferentes técnicas de cultivo. Devido a 
pequena dimensão de ovários de camundongas foi possível o cultivo do órgão na íntegra, o que serviu 
para o estudo inicial da foliculogênese em pequenos mamíferos (Fortune, 1994; Figueiredo et al., 2007). 
O sucesso da ativação de folículos primordiais in vitro permitiu a utilização deste modelo por diversos 
grupos de pesquisadores. Entretanto, em animais de médio e grande porte, não é possível a utilização 
desta técnica em consequência ao dimensionamento dos ovários, sendo necessário utilizar fragmentos do 
tecido ovariano (Figueiredo et al., 2007; Leitão et al., 2014).  Assim, a técnica de cultivo que utiliza 
pequenos fragmentos do córtex ovariano, ricos em folículos primordiais, tem sido estratégia para o estudo 
do crescimento e ativação dos folículos primários em bovinos (Braw-Tal; Yossefi, 1997; Figueiredo et 
al., 2007). 
 

Importância do Cultivo in vitro sobre a Fertilidade – Desafios, Conquistas e Aplicações potenciais 
 

O cultivo in vitro de tecido ovariano não é uma técnica amplamente utilizada na prática clínica 
devido aos métodos de desenvolvimento folicular estarem longe de serem perfeitos. Surpreendentemente, 
a produção de descendentes vivos de folículos primordiais cultivados in vitro foi alcançada com sucesso 
em camundongos e relatada em 1989 e posteriormente em 1993 (Eppig e Schroeder, 1989 e Carroll e 
Gosden, 1993, respectivamente). Até o momento não se tem mais indícios de nascimentos de animais a 
partir de folículos desenvolvidos e fecundados in vitro. Em ruminantes, os resultados têm sido limitantes 
devido ao baixo número de oócitos maduros e embriões in vitro após o cultivo (Silva et al., 2016). 
Embora seja uma técnica muito promissora, ainda não existe uma padronização entre os protocolos 
existentes para a obtenção efetiva de oócitos capazes de serem fertilizados in vitro. Os ovários 
apresentam um grande número de folículos primordiais na região cortical, sendo assim, são obtidos 
fragmentos de tecido ovariano por dissecção do córtex e subsequente cultivados in vitro. Esta abordagem 
permite apoiar o crescimento de um maior número de folículos primordiais (Telfer et al., 2008). 

Atualmente, os estudos sobre a técnica de cultivo são dedicados à sobrevivência folicular e 
reconstrução da estrutura córtico-medular ovariana. Durante a foliculogênese, os folículos em crescimento 
in vivo migram do córtex ovariano, mais rígido e próximo da superfície, para a medula ovariana (Xu et al., 
2013). Logo, no decorrer deste processo ocorre a redução do estresse mecânico das células foliculares, por 
estarem localizadas em um ambiente mais interno. Deste modo, a reconstrução da estrutura ovariana 
cortico-medular in vitro pode ser realizada usando matrizes extracelulares combinadas; por exemplo, um 
hidrogel de alginato de fibrina (Shikanov et al., 2009, 2011; Jin et al., 2010) ou gel de agarose. 

Como já mencionado, alguns fatores limitam a eficiência da produção in vitro a partir de 
folículos pré-antrais. Assim, o desenvolvimento de um modelo viável para investigação da foliculogênese 
resultaria em grande aporte de subsídios para a prospecção científica das biotécnicas reprodutivas nas 
ciências biomédicas. Na reprodução humana muitas mulheres sofrem de doenças que interferem direta ou 
indiretamente sobre a fertilidade. Todavia, a preservação da fertilidade feminina é um dos problemas 
mais comuns abordados pelas tecnologias de reprodução assistida. Doenças cujo tratamento envolvem 
métodos agressivos de terapia ou citotóxicos, tais como radioterapia e quimioterapia influenciam 
negativamente a saúde dos gametas e seus progenitores (Filatov et al., 2016). Neste contexto, mulheres 
com falha ovariana prematura, por exemplo, em que se utilizam a criopreservação aliada ao cultivo 
eficiente representaria um modelo para estudos e testes de possíveis aplicações a determinadas 
enfermidades. Da mesma forma, métodos de transplantes e auto-transplantes de ovário poderiam ser 
desenvolvidos a partir desta técnica. Com isso, testes de efeitos de fármacos nos oócitos humanos, como 
quimioterápicos, também poderiam ser efetuados de forma simples e segura (Rodrigues et al., 2014 e 
Yang et al., 2020).  

Por isso, a otimização dos sistemas de cultivo in vitro de folículos possibilitaria ainda grandes 
avanços nas áreas de manipulação de folículos e criopreservação de fragmentos e folículos ovarianos, 
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contribuindo imensamente para tratamentos de infertilidade humana, principalmente por não requer um 
tratamento hormonal (Yang et al., 2020). Para tanto, há diversos aspectos favoráveis quanto ao uso de 
ovários da espécie bovina, por exemplo, a disponibilidade com relatividade facilidade na maioria dos 
países e com custo baixo ou nulo. Além disso, a investigação científica nesta espécie possui poucas ou 
nenhuma restrição ética, uma vez que os ovários são considerados um sub-produto para descarte após o 
abate das fêmeas. No presente momento, ainda não se vislumbra uma aplicação imediata da MOIFOPA 
para incremento da fertilidade feminina na espécie bovina. Mas certamente a técnica permite uma 
importante estratégia para uma melhor compreensão da atividade folicular ovariana, além de servir como 
excelente modelo experimental para a espécie humana e também de animais selvagens e/ou ameaçados de 
extinção.  

Realmente, a preservação da fertilidade pode oferecer melhores perspectivas para concepção 
futura em casos cujo potencial reprodutivo está ameaçado. Nestas circunstâncias a criopreservação e o 
armazenamento de gametas ou embriões em baixas temperaturas são potencialmente levados em 
consideração. Os avanços na tecnologia, em particular a aplicação da vitrificação e o transplante do tecido 
ovariano, melhoraram significativamente os resultados da criopreservação de oócitos maduros. Nos casos 
em que a criopreservação de oócitos maduros não é viável, o córtex ovariano contendo folículos 
primordiais pode ser criopreservado. Até o momento, mais de 100 nascimentos foram relatados após o 
enxerto de tecido ovariano armazenado. Sendo assim, a criopreservação do tecido ovariano é agora uma 
abordagem estabelecida para preservar a fertilidade futura de mulheres jovens (Gook; Edgar, 2018). 

No entanto, a preservação da fertilidade engloba uma série de abordagens clínicas e 
tecnologias de laboratório, muitas das quais ainda são consideradas experimentais. Ou seja, para uma 
maior chance de preservar a fertilidade de pacientes com câncer, seriam necessárias a estimulação 
ovariana (superovulação), a coleta de oócitos supranumerários e a fertilização in vitro (FIV) para 
obtenção de embriões viáveis ou ainda procedimentos para o desenvolvimento de folículos precoces. O 
tecido ovariano está sendo cada vez mais coletado de pacientes com câncer e criopreservado para 
preservação da fertilidade (Wang et al., 2016). Uma opção alternativa de preservação da fertilidade para o 
transplante autólogo de tecido ovariano é cultivar e amadurecer oócitos in vitro. Embora oócitos imaturos 
possam ser recuperados de folículos antrais e maturados in vitro (MIV), tem sido proposto que uma 
abordagem alternativa para obter uma população homogênea de oócitos de boa qualidade, a qual 
consistiria em sistemas de cultivo in vitro que suportam ativação de folículos primordiais em tecidos 
corticais, isolamento e cultivo de folículos pré-antrais, seguida de coleta de oócitos, MIV e FIV (Telfer; 
Zelinski, 2013). 

Tendo em vista os aspectos anteriormente mencionados, estas biotécnicas apresentam uma alta 
significância tanto para pesquisa básica e fundamental como para a reprodução animal e humana. A 
contribuição para a pesquisa consiste na elucidação dos mecanismos presentes na fase pré-antral da 
foliculogênese. Os folículos ovarianos pré-antrais isolados do ambiente natural, com interferências 
endócrinas, nutricionais e sanitárias semelhante ao organismo, com a presença de substâncias conhecidas 
(matriz extracelular, hormônios, fatores de crescimento, aminoácidos, carboidratos, etc.) poderão ser 
utilizados para cultivos in vitro. Nesses casos, a aplicação de tecnologias de criopreservação de tecido 
ovariano ou a técnica de cultivo in vitro de tecido ovariano parece ser uma ótima estratégia para a 
preservação da foliculogênese e fertilidade feminina.  

 
Considerações Finais 

 
Podemos enfatizar a importância da utilização do cultivo in vitro como modelo de estudo da 

reserva de folicular, pois esta técnica colabora para uma melhor compreensão dos processos in vivo que 
desencadeiam a ativação em massa dos folículos pré-antrais. O desenvolvimento folicular in vitro está em 
constante evidência, tendo em vista os diversos avanços estabelecidos para a eficiência desta biotécnica. 
Entretanto, alguns desafios ainda devem ser levados em consideração no momento da escolha do 
protocolo, principalmente ao que diz respeito ao meio de cultura, ao sistema de cultivo (in situ ou 
isolado), ao método de cultivo (2D ou 3D), ao componente da matriz extracelular, ao tempo de cultivo, e, 
também a origem e categoria folicular. Lembrando que para a espécie bovina, é necessário buscar 
melhorias adicionais a técnica para incrementar os resultados. Conforme o texto aqui apresentado, torna-
se evidente a abrangência ampla deste recurso tecnológico para a Reprodução Assistida, tanto na 
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Medicina Veterinária quanto Medicina Humana. Para os próximos anos, espera-se um destacado 
progresso nesta área do conhecimento da Biotecnologia da Reprodução Animal com a obtenção de 
indivíduos desenvolvidos totalmente in vitro. 
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