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RESUMO 
 

ROLDÁN, Olga Juliana Castañeda, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
junho de 2018. Água de coco em pó (ACP 406®) como meio de cultivo 
base para o cultivo in vitro de folículos pré-antrais caprinos inclusos no 
tecido ovariano. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Coorientador: José 
Ricardo Figueiredo 

O objetivo do presente estudo foi investigar efeito do ACP 406® como meio de 

cultivo base na sobrevivência e desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais 

de cabra inclusos em tecido ovariano.Realizou-se a coleta de 2 ovários em 

cada um dos 4 animais fornecidos pelo abatedouro. Em cada par de ovários 

coletados foram extraídos 18 fragmentos onde 2 fragmentos selecionados 

aleatoriamente foram imediatamente fixados para avaliação histológica de 

rotina (controle não cultivado). Os fragmentos restantes (n=16) foram 

individualmente cultivados in vitro durante 2 ou 6 dias. Os seguintes meios de 

cultivo foram avaliados: α-MEM (α-MEM isoladamente, sem suplementação 

adicional); α-MEM+ (α-MEM suplementado); ACP (unicamente água de coco 

em pó - ACP®406); ou ACP+ (ACP 406® suplementado).O meio de cultivo foi 

substituído totalmente os dias 2 e 4. Os parâmetros avaliados foram os 

seguintes: (i) sobrevivência folicular, (ii) crescimento folicular, (iii) produção 

hormonal e (iv) produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) no meio de 

cultivo.Após ocultivo, quando o ACP e α-MEM foram comparados na mesma 

condição, isto é, com ou sem suplementação, a percentagem de folículos 

morfologicamente normais foi semelhante (p> 0,05) entre os tratamentos. No 

geral, em comparação ao tratamento controle não-cultivado, observou-se uma 

redução (p< 0,05) na porcentagem de folículos primordiais, concomitante a um 

aumento (p< 0,05) na taxa de desenvolvimento de folículos, indicando que 

ocorreu ativação do folículo primordial. No entanto, no dia 6 de cultivo, a 

porcentagem de ativação de folículos primordiais, a produção de espécies 

reativas de oxigenioe os diâmetros foliculares e oocitários foram semelhantes 

(p> 0,05) entre os tratamentos. Em conclusão, o ACP+ tem uma eficiência 

equivalente ao MEM+ em manter a sobrevivência e o desenvolvimento de 

folículos pré-antrais caprinos in vitro. No entanto, o ACP tem a vantagem de ser 

um produto natural a um custo menor e pode ser um meio alternativo para a 

cultura de folículos in vitro. 
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ABSTRACT 
 

ROLDÁN, Olga Juliana Castañeda, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
June, 2018. Powdered coconut water (ACP 406®) as an base culture 
medium for in vitro culture of goat preantral follicles enclosed in ovarian 
tissue. Advisor: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-Advisor: José Ricardo 
Figueiredo. 

The aim of the present study was to investigate the effect of ACP 406® as a 

base culture medium on the survival and in vitro development of preantral 

follicles of goat included in ovarian tissue. Two ovaries were collected in each of 

the four animals provided by the slaughterhouse. In each pair of ovaries were 

collected 18 fragments where 2 randomly selected fragments were immediately 

fixed for routine histological evaluation (uncultivated control). The remaining 

fragments (n=16) were individually cultured in vitrofor 2 or 6 days. The following 

culture media were evaluated: α-MEM (α-MEM alone, without additional 

supplementation); α-MEM+ (α-MEM supplemented); ACP (only coconut water 

powder - ACP®406); or ACP+ (ACP 406® supplemented). The parameters 

evaluated were: (i) follicular survival, (ii) follicular growth, (iii) hormonal 

production and (iv) production of reactive oxygen species (ROS) in the culture 

medium. After culture, when ACP and α-MEM were compared in the same 

condition, with or without supplementation, the percentage of morphologically 

normal follicles was similar (p> 0.05) between treatments. In general, in 

comparison to the uncultivated control treatment, a reduction (p<0.05) in the 

percentage of primordial follicles was observed, concomitant with an increase 

(p<0.05) in the rate of follicle development, indicating that activation of the 

primordial follicle. However, on day 6 of culture, the percentage of activation of 

primordial follicles, the production of reactive oxygen species, and follicular and 

oocyte diameters were similar (p> 0.05) between treatments. In conclusion, 

ACP+ has an equivalent efficiency to MEM+ in maintaining the survival and 

development of goat preantral follicles in vitro. However, ACP has the 

advantage of being a natural product at a lower cost and may be an alternative 

means for in vitro follicle culture. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A utilização das biotecnologias reprodutivas objetiva a obtenção do 

melhoramento genético dos animais de interesse econômico, visando três 

objetivos fundamentais: o aumento do número de animais disponíveis para a 

seleção e, por consequencia, a diminuição do intervalo de geração, e a 

obtenção de ganho genético, o que se dá pelo aumento da eficiência 

reprodutiva de machos e fêmeas.  

Dentre as principais biotécnicas utilizadas, são destacadas a Inseminação 

Artificial (IA), a Transferência de Embriões (TE), a Fecundação In vitro (FIV), a 

Transgenese, a Clonagem e a Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos 

Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA).   

Os folículos pré-antrais são a fonte potencial para fertilização in vitro e a 

produção de embriões. No entanto, atualmente os resultados do crescimento in 

vitro de folículos pré-antrais estão limitados na produção de poucos embriões 

em algumas espécies, tais como murinos (DANIEL et al., 1989), porcinos (WU 

et al., 2001), bufalinos (GUPTA et al., 2008), ovinos (ARUNAKUMARI, 2010), 

caprinos (MAGALHÃES et al., 2011b) e primatas não humanos (XU et al., 

2011). Embora esses resultados sejam significativos, ainda não foi 

estabelecido um meio de cultura ideal para assegurar o crescimento e 

maturação adequados de oócitos de folículos pré-antrais ovarianos. 

A espécie caprina pode ser utilizada como modelo experimental para 

espécie humana,visto que, a mesma apresenta semelhanças morfofisiológicas 

no ovário, com o ovário humano em términos de tempo de duração da 

foliculogênese e consistência do ovário. 

No que diz respeito às inovações biotecnológicas, a busca por produtos 

naturais, exclusivamente de origem vegetal, com baixo risco de transmissão de 

doenças e capacidade de maturar e incrementar viabilidade dos gametas levou 

os pesquisadores a buscarem um diluente alternativo espermático. Assim, a 

água de coco tem sido usada desde os anos 80 e 90, principalmente na 

conservação de células espermáticas, com resultados significativos (NUNES, 

1998). 
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Para uma melhor compreensão da relevância desta pesquisa, a seguir 

serão abordados temas como aspectos morfológicos e estruturais do ovário 

mamífero, foliculogênese, população e atresia folicular, estado atual da 

biotécnica de MOIFOPA, sistemas de cultivo in vitro, importância da 

composição do meio de cultivo para o desenvolvimento folicular in vitro, 

propriedades da água de coco em pó como sustância alternativa na 

preservação de gametas e os métodos de avaliação celular. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 
 

Ováriomamífero 

 O ovário mamífero é um dos órgãos do sistema reprodutor feminino, 

cujas principais funções para a manutenção da fertilidade são a formação e 

diferenciação de células germinativas (função gametogênica ou exócrina) ea 

produção de hormônios esteroides e peptídeos (função endócrina) (EDSON et 

al., 2009). 

A dimensão do ovário dos mamíferos varia dependendo da espécie e da 

fase do ciclo ovariano (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O ovário é um órgão 

heterogêneo, que pode ser dividido em duas regiões, uma medular e outra 

cortical. A medular, que na maioria das espécies localiza-se na região interna 

do ovário, é composta principalmente de vasos sanguíneos e linfáticos, nervos 

e tecido conjuntivo, responsáveis pela nutrição e estruturação do ovário 

(LEITÃO et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004,). Já a cortical encontra-

se mais externamente e é formada por tecido conjuntivo (fibroblastos, colágeno 

e fibras reticulares), contendo folículos ovarianos e corpos lúteos em diferentes 

estádios de desenvolvimento ou regressão. (LEITÃO et al., 2009; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2004). 
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Figura 1: Representação esquemática do ovário mamífero (Silva et al., 2005) 

Foliculogênese ovariana 

A foliculogênese nas espécies é um evento iniciado na fase pré-natal e 

pode ser definida como o processo contínuo de formação, crescimento e 

maturação folicular, tendo início com a gênese do folículo primordial e 

culminando com o estádio de folículo pré-ovulatório (VAN DEN HURK E ZHAO, 

2005). 

O folículo é considerado a unidade morfológica e funcional do ovário, e 

está constituído, basicamente, por um oócito circundado por células somáticas 

(células da granulosa e da teca) demarcadas por uma membrana basal, e tem 

duas importantes funções, uma endócrina, que se refere a produção e 

liberação de esteroides e alguns peptídeos, e ainda uma função gametogênica, 

sendo a primeira essencial na promoção de um ambiente ideal para manter a 

viabilidade, crescimento e liberação de um oócito maturo no processo de 

ovulação (CORTVRINDT e SMITZ, 2001; FIGUEIREDO  et  al.,  2008). 

Em mamíferos, a formação dos folículos ovarianos e, 

consequentemente, a dos oócitos ovarianos é marcada pela migração das 

células germinativas primordiais (CGP), a partir do saco vitelínico para gônada 

primitiva, seguida de sua colonização (BRISTOL-GOULD e WOODURFF, 

2006). Em caprinos, os folículos primordiais são gerados a partir do processo 

em que uma camada de células somáticas pavimentosas, denominadas de 

células da pré-granulosa, derivadas do epitélio celômico, circundam os oócitos 
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por volta do 62° dia de vida fetal desta espécie (BEZERRA et al., 1998). No 

momento em que as células somáticas envolvem o oócito, ocorre uma parada 

da meiose no estádio de diplóteno da prófase I, chamado vesícula germinal 

(BAKER e FRANCHI, 1967; PICTON; BRIGGS e GOSDEN, 1998). Nos 

folículos primordiais as células da pré-granulosa param sua atividade 

mitogênica e entram num período de quiescência juntamente com o oócito 

(SAWYER et al., 2002). 

Com o desenvolvimento, o folículo passa por mudanças morfológicas, 

resultando em diferentes categorias foliculares, conforme o seu estádio 

evolutivo.De acordo com a presença de uma cavidade repleta de líquido, 

denominada antro, os folículos podem ser classificados em (a) folículos pré-

antrais (primordiais, transição, primários e secundários) e (b) folículos antrais 

(terciários e pré-ovulatórios) (SILVA et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008). 

O fenômeno do início do crescimento dos folículos primordiais é 

denominado ativação (MCLAUGHLIN e MCIVER, 2009). Este fenômeno é 

resultado de um balanço entre fatores inibitórios e estimulatórios,com origens 

tanto do ovário quanto de outras glândulas endócrinas (VAN DEN HURK E 

ZHAO, 2005). Os Folículos primordiais são constituídos por um oócito central 

circundado por uma camada de células da pré-granulosa de forma 

pavimentosa. Quando algumas células da pré-granulosa se tornam cuboidais o 

folículo é classificado como “folículo de transição” ou “folículo intermediário” 

(SMITZ e CORTVRINDT, 2002).   

Os folículos primários são constituídos por uma única camada de células 

da granulosa que cobrem o oócito e torna-se mais volumosa devido ao seu 

aumento em número (VAN DEN HURK et al., 1997), permitindo 

desenvolvimento dos chamados folículos secundários (PICTON et al., 1998).  

Tais folículos são caracterizados pela presença de duas ou mais camadas de 

células da granulosa cúbicas localizadas em torno do oócito, bem como pela 

formação de uma camada de células tecais envolvendo a membrana basal 

folicular (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). Nos estádios mais avançados, é 

possível notar que os folículos secundários possuem fibras do tecido conjuntivo 

organizadas paralelamente à membrana basal. Esta organização forma uma 

camada de células tecais externa altamente vascularizada, e proporciona 
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fatores endócrinos que permitem a expansão volumétrica exponencial do 

folículo (SMITZ e CORTVRINDT, 2002). Neste estádio, a zona pelúcida é 

claramente identificada ao redor do oócito. Os folículos recebem o nome de 

antrais porque após o crescimento dos folículos secundários e a organização 

das células da granulosa em várias camadas, ocorre a formação de uma 

cavidade repleta de líquido folicular denominada antro. O fluido folicular é um 

exsudato do plasma sanguíneo com diferentes fatores proteicos, 

glicoproteínas, glicosaminoglicanos, esteróides e muitos outros metabólitos 

sintetizados pelas células da parede folicular (GORDON, 1994).  

Os Folículos antrais podem ser classificados como folículos terciários e 

folículos de DeGraaf, sendo estes últimos denominados ainda como maduros 

ou pré-ovulatórios. O desenvolvimento dos folículos antrais é caracterizado por 

uma fase de crescimento, recrutamento, seleção e dominância (VAN DEN 

HURK E ZHAO, 2005), sendo a formação de folículos pré-ovulatórios um pré-

requisito para a ovulação e formação do corpo lúteo, bem como da 

manutenção da fertilidade (DRUMMOND, 2006).  

 

População e atresia folicular 

Quantitativamente, a população folicular é bastante variável entre as 

espécies, podendo-se encontrar um número de folículos pré-antrais (FOPAs) 

de aproximadamente 89.000 em bovinos (SILVA-SANTOS et al., 2011), 16.000 

em ovinos (AMORIM et al., 2000) e 53.000 em caprinos (LUCCI et al., 1999). 

Independente da espécie, o percentual de folículos pré-antrais 

representa aproximadamente 95% da reserva folicular presente no ovário, 

enquanto os folículos antrais compreendem somente cerca de 5 a 10% 

(ERICKSON, 1986; FIGUEIREDO et al., 2008). Outro dado relevante, comum a 

todos os mamíferos, é que a maioria (99,9%) dos folículos presentes em 

mamíferos não chegam à ovulação, devido a um processo fisiológico 

conhecido como atresia, que pode ocorrer por degeneração necrótica (BRAS 

QUEENAN; SUSIN, 2005) e/ou apoptótica (HUSSEIN, 2005). 

O processo de apoptose ou morte celular programada depende da 

expressão de genes pró e anti-apoptóticos e tem como principal característica  
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a fragmentação do DNA a cada 180-200 pares de base (HUSSEIN et al., 

2005). A apoptose ocorre de acordo com o estímulo inicial, podendo ocorrer 

por meio da mitocôndria, constituindo a via intrínseca, ou ainda por intermédio 

de receptores de superfície celular (receptores de morte), constituindo a via 

extrínseca (JOZA et al., 2002; ELMORE, 2007). 

Os folículos pré-antrais são menos susceptíveis à atresia do que os 

folículos antrais e, à medida que ascendem para esta categoria, tornam-se 

também mais vulneráveis à morte folicular. (FAUSTINO et al., 2011). Esta 

morte folicular explica a ovulação de apenas um oócito por ciclo na maioria das 

espécies. A morte natural da grande maioria dos folículos, representa uma 

limitação para as técnicas de reprodução assistida. 

 

Biotécnica da MOIFOPA (ovário artificial) 

A manipulação de oócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais 

(MOIFOPA) é uma biotécnica da reprodução que vem sendo aprimorada nos 

últimos tempos e consiste numa excelente ferramenta para acompanhar o 

crescimento de folículos ovarianos desde a fase pré-antral até a fase antral. 

Esta biotécnica consiste basicamente no i) resgate de FOPAs, ii) conservação 

visando à estocagem por um curto (resfriamento) ou longo período 

(congelação) e iii) cultivo folicular in vitro para promoção do crescimento, 

maturação e fecundação oocitária (FIGUEIREDO et al., 2007). O cultivo in vitro 

de FOPAs, também conhecido como “Ovário artificial”, vem sendo amplamente 

empregado com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substâncias, 

concentrações e fases do desenvolvimento folicular, a fim de mimetizar in vitro 

o que ocorre com os folículos em diferentes fases de desenvolvimento e que 

não entram em processo de atresia (FIGUEIREDO et al., 2011). O sistema de 

cultivo ideal deve preencher três requisitos básicos e sequenciais: preservar a 

viabilidade dos folículos, conservar a morfologia pré-existente in vivo e, 

assegurar o crescimento e a maturação folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). 

 

Sistemas de cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

O cultivo de folículos pré-antrais pode ser feito de duas formas: cultivo in 

situ que corresponde a fragmentos do córtex ovariano ou ainda do ovário 
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inteiro; e cultivo de folículos na forma isolada, podendo serem cultivados em 

diferentes sistemas de acordo com a forma de contato do folículo com o 

substrato, podem-se classificar em bidimensional (2D) ou tridimensional (3D). 

No modelo 2D, os folículos são cultivados diretamente sobre uma superfície 

plástica ou sobre uma matriz extra celular e, no modelo 3D, os folículos são 

cultivados inclusos em uma matriz extracelular (FIGUEIREDO et al., 2008). 

O cultivo in situ é interessante pois proporciona a manutenção da 

integridade tridimensional dos folículos e por mantê-los interagindo com as 

células do estroma, ficando mais próximo da condição in vivo (THOMAS et al., 

2003). Quando os folículos são cultivados de forma isolada, permite-se o 

acompanhamento individual do folículo, bem como uma maior perfusão do 

meio, ajudando na elucidação dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento 

oocitário, na diferenciação das células da granulosa, e também nos fatores 

autócrinos e parácrinos envolvidos na foliculogênese (THOMAS et al., 2003). 

Existe a possibilidade de ser realizado o cultivo em dois passos, onde 

primeiramente os folículos primordiais são cultivados in situ até alcançar o 

estádio de folículos secundário, e em seguida, os folículos são isolados e 

cultivados individualmente até o estádio antral (TELFER et al., 2008).  

 

Estado atual do cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

 O´BRIEN et al., 2003 obtiveram o resultado mais promissor proveniente 

da MOIFOPA, até o momento, com o nascimento de um camundongo a partir 

de folículos primordiais crescidos, maturados e fecundados in vitro. 

 Outros estudos foram desenvolvidos em outras espécies visando 

produzir embriões a partir de FOPAs e grandes progressos têm sido 

observados no cultivo in vitro em diferentes espécies animais. Na espécie 

bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000) FOPAs isolados 

desenvolveram-se in vitro até o estádio antral. Resultados mais satisfatórios 

foram obtidos com suínos (WU et al., 2007), ovinos (ARUNAKUMARI et al., 

2010) e caprinos (MAGALHÃES et al., 2011), e obtiveram a produção de um 

pequeno e variável número de embriões após cultivo in vitro de folículos 

secundários. 
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Embora esses resultados sejam promissores, estudos acerca dos 

fatores e processos que afetam o desenvolvimento dos FOPAs são 

imprescindíveis para aumentar as taxas de maturação com a finalidade de 

obter oócitos competentes para melhorar a eficiência na produção in vitro de 

embriões. 

 

Importância da composição do meio de cultivo de base 

 Tendo em vista a ampla diversidade do metabolismo celular, são 

utilizados vários tipos de meios de cultivo para satisfazer os requisitos 

nutricionais e dar suporte ao desenvolvimento folicular e produção de oócitos 

competentes crescidos in vitro, transformando-se no atual desafio dos 

pesquisadores para a obtenção de sucesso durante o cultivo in vitro de FOPAs. 

Sabe-se que os folículos podem ser potencialmente influenciados por 

fatores de crescimento produzidos pelas células do estroma e por outros 

folículos, ou por fatores produzidos dentro dos próprios folículos (hormônios e 

fatores de crescimento) (FORTUNE, 2003). Além disso, como já foi 

demonstrado na espécie bovina para folículos pré-antrais iniciais (CASTRO et 

al., 2014) e avançados (ROSSETTO et al., 2012), o próprio meio de base pode 

interferir no desenvolvimento folicular. 

É necessário adequar suplementos como aminoácidos, eletrólitos, 

antioxidantes, substratos energéticos, hormônios e fatores de crescimento em 

todos os protocolos, e também determinar quais são os suplementos 

essenciais que garantem a viabilidade e o crescimento folicular in vitro 

(PICTON et al., 2008). Os meios mais utilizados para cultivo in vitro de FOPAs 

são meio essencial mínimo alfa (α-MEM) (SARAIVA et al., 2010), McCoy 

(MCLAUGHLIN et al., 2010) e o meio de cultivo de tecido 199 (TCM-199) 

(ARUNAKUMARI et al., 2010). 

O α-MEM vem sendo utilizado como meio de base por diversos autores 

para o cultivo de tecido ovariano bovino (BRAW-TAL e YOSSE FI, 1997) e 

caprino (SILVA et al., 2004), tendo alcançado a produção de embrião caprino a 

partir de FOPAS (MAGALHÃES et al., 2011b), contudo, com baixas taxas de 

maturação oocitária. Por outro lado, o meio TCM-199 resultou em excelentes 
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taxas de maturação com a produção de embriões na espécie ovina 

(ARUNAKUMARI et al., 2010). Entretanto, na espécie caprina ainda não é 

conhecido o meio de cultivo ideal (αMEM vs TCM199) para folículos pré-antrais 

isolados. Diversos autores têm estudado diferentes componentes e seus 

efeitos no cultivo in vitro de folículos pré-antrais, tanto em animais de 

laboratório (O’BRIEN et al., 2003) como em animais domésticos, incluindo a 

espécie caprina (BRITO et al., 2014).  

Para prevenir a atresia de folículos, estes meios contem principalmente 

uma fonte de proteína (como albumina, soro de vitelo fetal ou soro 

homogêneo), antibióticos, antimicóticos, transferrina (para ligar os íons 

metálicos), selênio (para ligar os radicais livres), glutamina, piruvato (fontes de 

energia) e ocasionalmente um ou mais fatores de crescimento como, fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1), fator de crescimento 

epidérmico (EGF), activina-A, fator de diferenciação de crescimento 9 (GDF-9) 

e fator de crescimento fibroblástico 2 (FGF-2), hormônios tais como insulina, 

hormônio folículo estimulante (FSH), hormônio do crescimento, hormônio 

estimulante da tireoide (TSH)  e  esteroides como estradiol, testosterona ou 

androstenediona (SMITZ et al., 2010). 

No entanto, com base em relatos da literatura, não houve nenhum 

padrão no meio de cultivo ideal para FOPAs caprinos. Além disso, nos últimos 

anos, os pesquisadores intensificaram seus esforços na procura de novos 

meios de base, bem como novos suplementos. 

 

Métodos de avaliação folicular e oocitária 

Existem diversas técnicas para avaliar a morfologia dos folículos 

ovarianos pré-antrais e analisar se um meio de cultivo é mais adequado que 

outro, considerando parâmetros como ativação, crescimento e viabilidade 

folicular ao longo do período de cultivo.  

 Após o desenvolvimento in vitro, é necessária a manutenção da 

qualidade folicular para que se tenham oócitos aptos a serem maturados e 

fecundados in vitro, ou que possam ser utilizados em outras biotécnicas 

relacionadas à reprodução animal. 
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A grande maioria dos estudos realizados sobre cultivo utilizam no mínimo 

duas técnicas em conjunto, visando obter uma maior precisão sobre a 

qualidade do folículo (MATOS et al., 2007). Dentre os métodos, pode-se 

destacar a reação em cadeia da polimerase (PCR), microscopia de 

fluorescência, microscopia eletrônica de transmissão, analise proteômica e os 

métodos que foram utilizados no presente estudo e que serão detalhados 

abaixo, como a histologia clássica, a mensuração de espécies reativas de 

oxigênio e a dosagem de estradiol. 

A primeira aproximação se faz por histologia clássica, seguindo critérios 

morfológicos. Avalia-se os folículos baseando na integridade do oócito, das 

células da granulosa que o rodeiam e da membrana basal (SANTOS et al., 

2006). Além de permitir verificar o número e a mudança na morfologia das 

células da granulosa de pavimentosa para cúbica, por ocasião da ativação 

folicular (MATOS et al., 2007). Na análise histológica, as alterações indicativas 

de atresia em folículos pré-antrais ocorrem primariamente no oócito, sendo a 

picnose nuclear o primeiro sinal de atresia (WOOD et al., 1997). 

Apesar dessa técnica não permitira avaliação da integridade das 

organelas citoplasmáticas, tem uma grande vantagem, que é possibilitar a 

avaliação de um grande número de folículos que permite a realização de uma 

análise quantitativa. 
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Figura 2. Estrutura histológica de folículos pré-antrais caprinos após coloração 
com ácido periódico de Schiff-hematoxilina, mostrando: (A) folículo primordial 
(oócito circundado por uma camada de células da granulosa pavimentosas), 
(B) transição (oócito circundado por uma camada de células da granulosa 
pavimentosas e cúbicas), (C) primário (oócito circundado por uma camada de 
células da granulosa cúbicas) e (D) secundário (oócito circundado por duas ou 
mais camadas de células da granulosa cúbicas). O: oócito; N: núcleo; G: 
células da granulosa. Silva et al., (2004a). 

 

O crescimento e a diferenciação folicular durante o cultivo in vitro podem 

ser avaliados pela secreção de esteroides (LIU et al., 2001). Embora de 

pequeno tamanho, os folículos secretam relativamente grandes quantidades de 

esteroides, tais como o estrógeno e a progesterona. A produção de estrógeno 

é um indicador da proliferação e diferenciação das células da granulosa.  Liu et 

al., (2002) cultivaram folículos pré-antrais isolados (100 – 120 μm) de 

camundongas e observaram que, do dia 4 ao 10 de cultivo in vitro, à medida 

que as células da granulosa proliferavam a produção de estrógeno aumentava. 

Esses mesmos autores mostraram que a atresia das células da granulosa está 

geralmente associada com a queda na produção folicular de estrógeno (LIU et 

al., 2002).   

A funcionalidade dos folículos e sua viabilidade, podem ser avaliados via 

quantificação de espécies reativas de oxigênio (ERO’s). As ERO’s envolvem 

todos os produtos derivados de oxigênio. São altamente reativas e têm a 

possibilidade de reagir com vários compostos que se encontram próximos 

(AGARWAL et al., 2005). 

 

Água de coco em pó (ACP®) 

 A água de coco originada do coqueiro Cocos nuciferaL. (subfamília, 

Cocosidea, família Palmae) é uma solução estéril e levemente ácida. No seu 

conteúdo há proteínas, aminoácidos (aspartato, glutamato, alanina, arginina, 

fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, lisina, prolina, serina, 

tirosina, treonina e valina), sais (potássio, sódio, cálcio, selênio, manganês e 

zinco), carboidratos (frutose e glicose), vitaminas (B1, B2, B3, B6 e C), fatores 

de crescimento (fitohormonios), fibras alimentares e uma pequena quantidade 

(<1%) de ácidos graxos (ácido oléico monosaturado, ácido linoléico 
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poliinsaturado, ácido caprílico, cáprico, láurico, mirístico e ácido palmítico) 

(LAGUNA, 1996). 

 Na década de 80 a água de coco in natura passou a ser utilizada como 

diluidor do sêmen de caprinos (NUNES, 1984) e de outras espécies. Contudo, 

a água de coco in natura sofre mudanças na sua composição durante o 

desenvolvimento do fruto além de ser uma substância extremamente perecível. 

Fatores diretamente relacionados às condições às quais os frutos ficam 

expostos durante a colheita, pós-colheita e comercialização como grau de 

maturação, variedade, região e época do ano de produção têm influência sobre 

as suas características físico-químicas (RESENDE et al., 2008). 

Diante disto, foi então desenvolvido um diluidor comercial, a água de coco 

em pó (ACP®) (SALGUEIRO et al., 2002) sendo este, um pó resultante do 

processo de desidratação da água de coco e ajustado quanto ao pH e 

osmolaridade para cada espécie a ser utilizado. Segundo as recomendações 

do fabricante, o pó é reconstituído em água destilada e adicionado de 

protetores de resfriamento e/ou congelação de acordo com a finalidade, 

podendo ou não ser adicionado antibiótico. 

Na área da biotecnologia da reprodução uma solução à base de água de 

coco foi comparada à solução salina, quanto a sua eficiência na preservação 

de folículos pré-antrais (COSTA et al., 2002). Os resultados mostraram que 

ambas apresentaram eficiência similar para conservar FOPAS caprinos a 

temperatura de 4°C. Estes mesmos resultados mostraram que para conservá-

los em temperaturas mais altas, a solução à base de água de coco é mais 

recomendada (COSTA et al., 2002). Ainda nesta área, a água de coco, em 

virtude da presença de açúcares, foi testada como meio de cultivo in vitro para 

embriões de Jatrophacurcas L. (pinhão-manso). Sua utilização permitiu um 

melhor crescimento das plântulas (NUNES et al., 2008). Lima et al., (2010) 

utilizaram ACP® como meio base para armazenamento de FOPAS caninos 

durante 12, 24 e 36 horas em 3 a 9° C, sendo observado uma melhor 

conservação da morfologia folicular nas 24 horas. 



 

13 

 

Devido a suas características que a classificam como um bom diluente de 

sêmen, a água de coco teve efeito em estudos realizados em várias espécies 

como: suínos (AIRES e TONIOLLI, 2005), bovinos (ALBERTI, 2004), bubalinos 

(ZORZETTO et al., 2017),caprinos (AZEVEDO e TONIOLLI, 1999; NUNES e 

SALGUEIRO, 1999), ovinos (BRAZ et al., 2003), felinos (SILVA et al., 

2007),caninos (CARDOSO et al., 2005), macacos (ARAÚJO et al., 2007) e 

humanos (NUNES, 1998). 

Segundo Mantena et al. (2003), a água de coco in natura apresenta 

propriedades antioxidantes que podem ser atribuídas à presença de vitamina C 

em sua composição, embora mais de um princípio ativo possa estar envolvido. 

Segundo Loki e Rajamohan (2003), a água de coco apresenta efeitos positivos 

contra o estresse oxidativo, e comprovado efeito hepato protetor. 

A utilização da água de coco mantém a longevidade de células como de 

córneas humanas para transplante, cultivo de tecido, meio de cultivo para vírus 

e bactérias, e para obtenção de vacinas contra febre aftosa, raiva e 

leishmaniose. Tem se mostrado eficiente ainda na utilização como meio de 

cultivo para células vegetais, como embriões e pólen (ARAGÃO et al., 2001).  

 

JUSTIFICATIVA 

A cultura de pequenos ruminantes na região Nordeste brasileira é de 

grande interesse para a economia, o que tem impulsionado grandes esforços 

para melhorar a produção dessas espécies com a aplicação de diversas 

biotécnicas da reprodução, como é o caso da MOIFOPA. Essa biotécnica 

permite o aproveitamento dos milhares de oócitos imaturos inclusos em 

folículos pré-antrais presentes no ovário mamífero, que seriam naturalmente 

perdidos ao longo da vida do animal. Contudo, até a data ainda não foi 

estabelecido um meio de cultivo ideal para assegurar o crescimento e 

maturação adequados de oócitos de folículos pré-antrais ovarianos 

(FIGUEIREDO et al.,2008). 
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A busca incessante de produtos naturais que possam melhorar os meios 

de cultivo e que tenham a capacidade de garantir a sobrevivência, ativação e 

maturação folicular em cultivos in vitro levou os pesquisadores a testar a água 

de coco como meio de manutenção de oócitos imaturos de ovários bovinos 

(CORDEIRO et al., 2006), em adição no meio de maturação in vitro (MIV) para 

oócitos bovinos (BLUME et al., 1997a), caninos (SILVA et al., 2010) e no cultivo 

de embriões de ratos (BLUME e MARQUES, 1994) e bovinos (BLUME et al. 

1997b). 

Embora se tenha resultados satisfatórios de pesquisas anteriores, sabe-

se que as propriedades bioquímicas dos cocos podem variar entre os frutos, 

afetando diretamente a capacidade de sustentar as células em cultivo, 

adicionalmente o tempo de armazenamento é restrito a um intervalo de tempo 

definido devido à manutenção das características biológicas (CARDOSO et al., 

2005). 

Para reduzir essa variabilidade, diferentes estudos foram conduzidos para 

desenvolver uma água de coco em pó (ACP®) (CARDOSO et al., 2005). A 

ACP é uma formula de água de coco em pó desidratada obtida após a seleção 

dos frutos, coleta do líquido endospérmico e submissão à desidratação por 

calor. Após sua ressuspensão, apresenta características bioquímicas muito 

similares àquelas encontradas no fruto in natura. Além disso, a ACP pode ser 

facilmente armazenada e enviada para regiões onde o coco não é encontrado 

(BARROS e TONIOLLI, 2011). 

Existem várias formas de ACP, cada uma com pH e osmolaridade 

ajustados de acordo com a finalidade de utilização. A ACP já foi testada para a 

preservação de sêmen decaprinos (SALGUEIRO et al., 2002), garanhão (ACP-

105) (SAMPAIO NETO et al., 2002) e cão (ACP-106) (CARDOSO et al., 2005). 

No entanto até agora, não houve relato sobre a eficiência do uso de água de 

coco em pó como meio base para o cultivo in vitro de oócitos caprinos. 

A espécie caprina pode ainda ser utilizada como modelo experimental 

para espécie humana, visto que, a mesma apresenta semelhanças 

morfofisiológicas no ovário, com o ovário humano em termos de tempo de 

duração da foliculogênese e consistência do ovário. 
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HIPÓTESE CIENTÍFICA 

A água de coco (ACP®), usada como meio de cultivo de base é benéfica à 

sobrevivência e desenvolvimento de folículos pré-antrais caprinos inclusos em 

tecido ovariano após cultivo in vitro. 

OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

 O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da ACP® como meio 

base de cultivo sobre a sobrevivência e desenvolvimento dos folículos 

pré-antrais inclusos no tecido ovariano caprino. 

Objetivos Específicos 

 Estudar o efeito da ACP® sobre a morfologia, ativação folicular, 

diâmetro folicular e oocitário, de folículos pré-antrais inclusos no tecido 

ovariano caprino cultivados in vitro; 

 Comparar a eficiência ACP® e α-MEM com ou sem suplementação 

sobre a viabilidade, ativação e crescimento in vitro de folículos 

primordiais caprinos. 
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CONTENTS 
 

This study evaluated the effect of ACP 406® as a base culture medium on the in 

vitro survival and development of goat preantral follicles enclosed in ovarian 

tissue. The ovarian fragments were either immediately fixed (non-cultured 

control) or individually in vitro cultured for 2 or 6 days at 39 °C with 5% CO2 in 

air. The following culture media were evaluated: α-MEM (α-MEM alone, without 

additional supplementation); α-MEM+ (supplemented α-MEM); ACP (Powdered 

coconut water - ACP®406 alone); or ACP+ (supplemented ACP®406). After the 

tests, the following endpoints were recorded: (i) follicular survival, (ii) follicular 

growth, (iii) hormonal, and (iv) reactive oxygen species (ROS). At day 6 of 

culture when ACP and α-MEM were compared under the same condition, i.e., 

without or with supplementation, the percentage of healthy follicles were similar 

(p>.05) (Fig. 1) between the treatments. Overall, compared to non-cultured 

control treatment, despite of the culture time and base medium, it was observed 

a reduction (p<.05) in the percentage of primordial along with an increase 
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(p<.05) in the rate of developing follicles indicating that primordial follicle 

activation had occurred. However, at day 6 of culture, the percentage of 

primordial follicle activation, the ROS production and follicular and oocyte 

diameters were similar (p>.05) among the treatments. In conclusion, ACP+ has 

the equivalent efficiency to MEM+ in maintaining the survival and development 

of goat preantral follicles in vitro. However, ACP has the advantage of being a 

natural product at a lower cost and may be an alternative medium for in vitro 

follicle culture. 

Keywords: ACP, base medium, goat, in vitro culture, powdered coconut water, 

preantral follicles.  

 

INTRODUCTION 
 

The vast majority (≈ 90%) of oocytes in the ovary are enclosed in 

preantral follicles (PAFs). Therefore, one of the chief emerging strategies to 

avoid follicular atresia is the use of assisted reproductive technique named in 

vitro follicle culture (IVFC). In short, the goals of this technique are to rescue 

PAFs from ovary before they become atretic and culture them up to maturation 

stages to prevent follicular atresia. One of the future applications of IVFC is the 

multiplication of superior genetic animals, endangered species, and infertility 

treatments in human (Silva, van den Hurk, & Figueiredo, 2016).  

Even though several studies have been demonstrated the efficiency of 

IVFC to assure the survivability and development of PAFs, the results have 

been limited to the production of a few matured oocytes and embryos in some 

species, such as murine (Xu et al., 2006; Higuchi et al., 2015), pig (Wu et al., 
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2001), buffalo (Gupta et al., 2008), sheep (Arunakumari, Shanmugasundaram, 

& Rao, 2010), goat (Saraiva et al., 2010; Magalhães et al., 2011), and non-

human primate (Xu et al., 2011). Therefore, efforts must be done to optimize the 

efficiency of IVFC systems, including the search for new base culture media. 

Among the base culture media used for IVFC, the modified Minimal Essential 

Medium alpha (α-MEM) has been widely employed for the in vitro culture of 

PAFs enclosed in ovarian tissue in many species, such as caprine (Cadenas et 

al., 2017; Sá et al., 2017), ovine (Lunardi et al., 2015), bovine (Jimenez et al., 

2016), canine (Serafim et al., 2010), and equine (Gomes et al., 2015; Aguiar et 

al., 2017a,b).  

Plant-based culture media represent a low-cost alternative for IVFC, 

especially in tropical regions. One of this promising plant-based culture medium 

is the coconut water solution (CWS). Previous reports demonstrated that CWS 

maintained follicular morphology, and stimulated activation and development 

after in vitro culture of caprine PAFs (Silva et al., 2000; Martins et al., 2005), 

and ovine (Andrade et al., 2002; Costa et al., 2006), as well as increased in 

vitro maturation (IVM) of bovine oocytes (Blume, Vale Filho, Marques, & 

Saturnino, 1997; Cordeiro et al., 2006). Notably, the CWS is a sterile and 

slightly acid solution, which is rich in nutrients such as proteins, salts, 

carbohydrates, vitamins, growth factors (phytohormones) and different 

electrolytes (Yong, Ge, Ng, & Tan, 2009). However, the biochemical properties 

of CWS can vary among the different species of coconut. Hence, to reduce this 

variability, studies were conducted to evaluate the effects of dehydration on 

coconut water stability (Salgueiro, Nunes, & Oliveira, 2002). Then, a dehydrated 

presentation(sample) of CWS called powdered coconut water (ACP®) was 



 

27 

 

developed, which consists in a subtle and uniform dehydrated powder 

formulation obtained after fruit selection, the collection of the endospermic liquid 

and submission to a heat dehydration process. ACP has been successfully 

used for short-term preservation of canine preantral follicles (Lima et al., 2010) 

as well as IVM of canine oocytes (Silva, Cavalcante, Rodrigues, & Rodrigues, 

2010). However, to the best of our knowledge, no reports are evaluating the 

effect of ACP406® on the IVC of caprine preantral follicles. This study aimed to 

assess the impact of ACP 406® as a base culture medium on the in vitro 

survival and development of goat preantral follicles enclosed in ovarian tissue. 

The endpoints evaluated were the following: (i) follicular survival, (ii) follicular 

growth, (iii) hormonal, and (iv) reactive oxygen species (ROS) production used 

in the culture media. 

 

MATERIAL AND METHODS 
 

Chemicals 

Unless otherwise specified, the culture media and other chemicals used in the 

present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). 

Ovaries 

Ovaries (n = 8) from 4 adult mixed-breed goats were collected from a 

local slaughterhouse. Immediately post-mortem, the surrounding fat tissue, and 

ligaments were stripped off. Then, each ovarian pair were washed once in 70% 

alcohol for 10 seconds, followed by two washes in Minimum Essential Medium 

(MEM) supplemented with HEPES (MEM-HEPES), penicillin (100 μg/mL) and 

streptomycin (100 μg/mL). After that, the ovaries were placed in tubes with the 
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same medium and transported to the laboratory at 4°C within one hour (Chaves 

et al., 2008).  

Experimental protocol  

In the laboratory, the ovarian cortex of each ovarian pair was divided into 

18 tissue samples (approximate size, 3 x 3 x 1 mm) under sterile conditions. 

From these obtained fragments, two randomly fragments were taken and 

immediately fixed for routine histology evaluation (non-cultured control). The 

remaining fragments (n= 16) were individually in vitro cultured in a well of a 24-

well culture plate, each well containing one mL of culture medium (pH 7.2-7.4) 

for 2 or 6 days at 39 °C with 5% CO2 in the air. The culture media tested were: 

1. α-MEM (α-MEM alone, without additional supplementation); 2. α-MEM+ 

(supplemented α-MEM); (3) ACP (Powdered coconut water - ACP®406 alone, 

Biotechnology, Fortaleza, Ceará, Brazil); or 4. ACP+ (supplemented ACP®406). 

The medium supplementation was performed by the addition of 1.25 mg/mL 

bovine serum albumin (BSA), ITS (10 μg/mL insulin, 5.5 μg/mL transferrin, 5 

ng/mL selenium), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, and antibiotics (100 

μg/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin). The whole culture medium was 

replaced every other day (Days 2, 4, and 6). Furthermore, one mL of the used 

medium was saved for hormonal and ROS analyses, and stored at -80 °C until 

evaluation. After medium collection at Day 2 and Day 6 the treatments ended 

and the fragments were processed for histological evaluation. 

Follicle morphology and development 

Follicular morphology and development of PAFs were assessed in each 

ovarian fragment before (non-cultured control) and after Day 2 or Day 6 of in 
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vitro culture. All samples were fixed in Carnoy solution at room temperature 

(around 25°C) for four hours and kept in 70% alcohol until routine histology. 

Afterward, the ovarian tissues were dehydrated by use of a graded series of 

ethanol, diaphanized with xylene, embedded in paraffin wax, and cut into serial 

sections of 7 μm. Every slice was mounted on glass slides, stained with periodic 

acid-Schiff-hematoxylin, and examined under light microscopy (Nikon, Tokyo, 

Japan) at 400 x magnification.  

Preantral follicles were classified accordingly to its morphology as 

morphologically normal (follicle containing an intact oocyte and granulosa cells 

well-organized in layers without pyknotic nuclei) or degenerate (oocyte with 

pyknotic nuclei, retracted cytoplasm, or disorganized granulosa cells detached 

from the basement membrane). Only preantral follicles in which the oocyte 

nucleus could be observed in each section, was considered. To evaluate 

follicular activation (i.e., the transition from primordial to growing follicles, when 

surrounding squamous pregranulosa cells become cuboidal and begin to 

proliferate), the follicular developmental categories were determined only in 

morphologically normal follicles (MNF), as previously described (Silva et al., 

2004). Either primordial (one layer of flat granulosa cells surrounding the 

oocyte) or developing follicles [transitional (one layer of flattened or cuboidal 

granulosa cells); primary (one layer of cuboidal granulosa cells); and secondary 

(two or more layers of cuboidal granulosa cells)] were calculated at Day 0 (non-

cultured control) and after Day 2 and Day 6 of culture from each treatment.  

Besides, the follicular and oocyte diameters per follicular category 

(primordial, transitional, and primary) were measured only in morphologically 

normal follicles, under an epifluorescence microscope (Zeiss, Cologne, 



 

30 

 

Germany) using software (Nis-Element AR 3.0). Follicle diameter was 

measured from one side to the other edge of the outermost layer of granulosa 

cells. Oocyte diameter was measured from one edge of the oocyte membrane 

to the other. Two perpendicular diameters were recorded for each 

measurement, and the average of those two values was calculated (Santos et 

al., 2007).  

Reactive oxygen species (ROS) analysis 

The levels of ROS were determined in the used culture media at Day 2 

and Day 6 by a spectro fluorimetric method (Loetchutinat et al., 2005). Briefly, 

culture media for all treatments were incubated with 10 µL of 2’,7’- dihydro 

dichloro fluorescein diacetate (DCHF-DA;1mM). The oxidation of DCHF-DA to 

fluorescent dichloro fluorescein (DCF) was measured for detection of reactive 

species in the medium. The intensity of fluorescence emission (FI) was 

recorded at 520 nm (with 480 nm excitation) for two hours after addition of 

DCHF-DA to the medium. 

Estradiol analysis 

Concentrations of estradiol were measured from standard aliquots (200 

µL) in used culture media at Day 2, Day 4 and Day 6 of culture. The estradiol 

assay performed was the enzyme-linked fluorescent assay (ELFA) according to 

the manufacturer’s instructions (VIDAS® Estradiol II, ref 30431 bioMérieux SA, 

376 Chemin de L’Orme, 69280 Marcy-l’Etoile - France). In the end, the 

fluorescence intensity emission was recorded at 450 nm, and the values of the 

fluorescence signal were inversely proportional to the concentration of the 

antigen present in the samples (Anckaert, Mees, Schiettecatte, & Smitz, 2002). 
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The analytical sensitivity of the estradiol assay was nine pg/mL (range, 9.49 to 

1596.81 pg/ml), and the intra-assay coefficient of variation was 7.5%. 

Statistical analyses 

Data for continuous variables (morphologically normal, follicular 

development and follicular and oocyte diameters) were initially submitted to 

Shapiro-Wilk test to evaluate the normal distribution of the residues. Data for 

endpoints without a normal distribution were transformed to ranks when 

necessary. Statistical analyses were carried out using Sigma Plot version 11.2 

(Systat Software, San Jose, CA, USA). Chi-square test was used to compare 

the percentage of morphologically normal and developing preantral follicles 

among and within treatments and the results expressed as percentages. Tukey 

test was used to compare follicle and oocyte diameters among treatments, 

follicular categories, and between days of culture. Estradiol analysis was 

compared among treatments within the same day of culture using the t-test, 

whereas, for ROS analysis, One Way Analysis of Variance was used to 

compare the effect of treatments between days of culture. Data are presented 

as the mean ± SEM. In all cases, differences were considered to be significant 

when p<.05. 

 

RESULTS 
 

Number of follicles evaluated 

A total of 177 (fresh non-cultured control), 145 and 138 (α-MEM, Day 2 

and Day 6), 148 and 136 (α-MEM+, Day 2 and Day 6), 141 and 132 (ACP, Day 

2 and Day 6), 162 and 151 (ACP+, Day 2 and Day 6) were assessed. 
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Altogether, 1,330 follicles were evaluated, with an average of 147.77 ± 4.72 

follicles evaluated per treatment. 

Follicular morphology 

The percentage of morphologically normal follicles was reduced (p<.05) 

for all evaluated treatments after 2 and 6 days of culture when compared to the 

fresh non-cultured control group. Regardless the supplementation, at day 2 of 

culture α-MEM showed higher (p<.05) percentage of MNF than ACP. However, 

contrary to ACP and ACP+ treatments, α-MEM and α-MEM+ treatments 

reduced (p<.05) the percentage of healthy follicles from day 2 to day 6 of 

culture. Interestingly, at day 6 of culture when ACP and α-MEM were compared 

under the same condition, i.e., without or with supplementation, the percentage 

of normal follicles were similar (p>.05) (Figure 1) between the treatments.  
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Figure 1.Percentage (%) of morphologically normal caprine preantral follicles 
(MNF) in a fresh non-cultured control group (Control) and after in vitro culture 
for two (D2) and six (D6) days in the absence (α-MEM or ACP) or presence of 
supplements (α-MEM+ or ACP+). *Indicates difference between non-cultured 
control and the other cultured treated groups.a,b Within each treatment, values 
without a common letter differed (p<.05). A,B,C Within days, values without a 
common letter differed (p<.05). 

 

Follicular development 

The percentage of primordial and developing follicles are shown (Figure 

2A and B). Compared to non-cultured control treatment, in spite of the culture 

time and base medium, except for ACP at day 2 of culture, it was observed a 

reduction (p<.05) in the rate of primordial along with an increase (p<.05) in the 

percentage of developing follicles. Only for ACP treatment changes (p<.05) in 

the proportion of primordial and developing follicles were observed from day 2 

to day 6 of culture. However, at day 6 of culture, similar (p<.05) proportion of 

follicular activation, i.e., the proportion of primordial and developing follicles 

were observed among the treatments. 
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Figure 2.Percentage (%) of (A) primordial and (B) developing (transitional, 
primary and secondary) morphologically normal caprine preantral follicles in a 
fresh non-cultured control group (Control) and after in vitro culture for two (D2) 
and six (D6) days in the absence (α-MEM or ACP) or presence of supplements 
(α-MEM+ or ACP+). *Differed (p<.05) from fresh non-cultured control group.a,b 
Within each treatment, values without a common letter differed (p<.05). A,B 
Within days, values without a common letter differed (p<.05).  

 

Follicular and oocyte diameter 

The follicular and oocyte diameters of morphologically normal preantral 

follicles in primordial, intermediate and primary follicles, before (non-cultured – 

control) and after Day 2 and Day 6 of in vitro culture are shown (Table 1). When 

compared with Fresh non-cultured control group, all treatments had a decrease 

(p<.05) in the follicular and oocyte diameters despite the follicular category. All 

treatments had an increase (p<.05) in follicular and oocyte diameters from the 

primordial to primary stage. Only for the primary follicular class at Day 2 of 

culture, the α-MEM+D2 group had higher (p<.05) follicular and oocyte diameters 

than the ACP+D2 group.  
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Table 1.Mean (± SEM) diameters (µm) of caprine preantral follicle and oocytes 
(primordial, transitional, and primary) in a fresh non-cultured group and after two 
(D2) and six (D6) days of culture in α-MEM, or ACP in the absence or presence 

(+) of supplements. 

* Values differed (p<.05) from fresh non-cultured control group at the same 
follicular stage. 
A,B,C Within a column, uncommon uppercase letters differed (p<.05).  
a,b,c Within a row, uncommon lowercase letters differed (p<.05). 

 

Reactive oxygen species production 

At Day 2 of culture, α-MEM and α-MEM+ treatments had a higher (p< 

.05) ROS production than the ACP and ACP+ (Figure 3). However, after days 4 

and 6 of culture, no difference (p>.05) among treatments was observed. Finally, 

increasing (p<.05) in ROS production during culture was only observed in the 

treatment ACP without supplementation from Day 2 to Day 6 of culture.  

 Follicle Diameter Oocyte Diameter 
 Primordial Transitional Primary Primordial Transitional Primary 

Non-
cultured 
control 

31.0 ± 1.0 
a 

37.5 ± 0.8 b 45.7 ± 
2.0 c 

25.4 ± 0.8 
a 

29.2 ± 1.0 a 34.4 ± 
1.3 b 

α-MEM 
D2 

19.7 ± 0.4 
*aA 

23.2 ± 0.4 
*aA 

32.9 ± 
1.2 *bAB 

14.5 ± 0.4 
*aA 

16.3 ± 0.5 
*aA 

23.7 ± 
1.1 *bBC 

α-MEM+ 

D2 
20.6 ± 0.7 
*aA 

27.1 ± 0.7 
*bA 

33.6 ± 
1.5 *cB 

14.9 ± 0.5 
*aA 

19.1 ± 0.7 
*bA 

24.2 ± 
1.0 *cC 

ACP D2 19.3 ± 0.5 
*aA 

25.5 ± 0.6 
*bA 

30.8 ± 
1.1 *cAB 

15.1 ± 0.7 
*aA 

17.9 ± 0.5 
*abA 

22.4 ± 
0.9 *bABC 

ACP+ D2 20.2 ± 0.5 
*aA 

24.0 ± 0.8 
*aA 

29.3 ± 
1.4 *bA 

15.0 ± 0.5 
*aA 

17.2 ± 0.5 
*abA 

19.6 ± 
0.8 *bB 

α-MEM 
D6 

19.3 ± 0.9 
*aA 

26.0 ± 0.7 
*bA 

32.0 ± 
1.2 *cAB 

13.0 ± 0.7 
*aA 

17.5 ± 0.6 
*bA 

21.8 ± 
1.2 *cABC 

α-MEM+ 

D6 
20.7 ± 0.5 
*aA 

25.0 ± 0.4 
*bA 

30.2 ± 
1.0 *cAB 

14.8 ± 0.6 
*aA 

16.9 ± 0.5 
*abA 

19.7 ± 
0.9 *bA 

ACP D6 22.0 ± 0.6 
*aA 

24.6 ± 0.7 
*aA 

30.0 ± 
0.7 *bAB 

15.0 ± 0.4 
*aA 

16.6 ± 0.6 
*abA 

20.0 ± 
0.8 *bAB 

ACP+ D6 21.1 ± 0.6 
*aA 

25.4 ± 0.8 
*bA 

31.4 ± 
1.0 *cAB 

15.9 ± 0.8 
*aA 

17.7 ± 0.7 
*aA 

22.1 ± 
1.1 *bABC 
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Figure 3. Mean (± SEM) reactive oxygen production (relative fluorescence units 
– microM of H2O2) produced in the used medium after two (D2), four (D4) and 
six (D6) days in the absence (α-MEM or ACP) or presence of supplements (α-
MEM+ or ACP+). a,b Within each treatment, values without a common letter 
differed (p<.05). A,B Within days, values without a common letter differed 
(p<.05).  

 

Estradiol production  

On Day 2 of culture, the ACP treatment had higher (p<.05) estradiol 

production than α-MEM+and ACP+ treatments, but it was similar (p>.05) to the 

α-MEM group. The levels of estradiol production at Day 4 of culture was 

detected only in a small number (n=7) of samples (data not shown). No 

estradiol production was observed in any treatment after six days of culture 

(Figure 4). 
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Figure 4. Mean (± SEM) estradiol production (pg/mL; n=24) produced by 
caprine preantral follicles after in vitro culture for two (D2) days in the absence 
(α-MEM or ACP) or presence of supplements (α-MEM+ or ACP+). a,b Values 
without a common letter differed (p<.05). 

 

DISCUSSION 
 

To the best of our knowledge, this is the first study comparing under the 

same experimental condition the efficiency of two base media, ACP and α-

MEM, in the maintenance of in vitro follicular survival and development of goat 

preantral follicles enclosed in ovarian tissue. Our findings demonstrated similar 

efficiency between ACP+ and α-MEM+ taking into account the endpoints 

measured at day 6 of culture. 

Overall, our findings showed a decrease in the percentage of MNF in all 

treatments when compared with the non-cultured control. This reduction has 

been commonly observed in many studies using preantral follicles from different 
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species: (Rossetto et al., 2013, Andrade et al., 2014, Gouveia et al., 2016). 

Even though the use of alpha modified MEM as a base culture medium showed 

higher survivability percentages when compared with ACP’s treatments at Day 

2 of culture, such difference was no longer observed at day 6 of culture 

suggesting similar efficiency between the two tested base media. Such finding 

is probably due to the fact that both MEM (Silva et al., 2004; Peng, Yang, 

Wang, Tong, & Guo, 2010) and ACP (Leong & Shui, 2002; Aroucha, Souza, 

Aroucha, & Vianni, 2005; Vigliar, Sdepanian, & Fagundes-Neto, 2006) base 

media were enriched formulations containing critical substances such as amino 

acids, vitamins, and inorganic salts. 

Overall, at days 2 and 6 of culture in all treatments, it was observed a 

significant reduction in the percentage of primordial follicles with a concomitant 

increase in the rate of developing follicles when compared with the non-cultured 

control group. When the culture conditions are suitable, spontaneous activation 

of primordial follicles usually occurred which is in agreement with previous 

reports in several species including goats (Matos et al., 2007), mice (Eppig & 

O`brien, 1996), horses (Haag et al., 2013), cattle (Tang et al., 2012), and 

primates (Wandji, Sřseň, Nathanielsz, Eppig, & Fortune, 1997). In the present 

study, when performed cultures in the presence of ACP without 

supplementation, primordial follicle activation was lower than the other 

treatments and did not differ from non-cultured control. However, this was not 

observed at day six showing that in the ACP treatment occurred a temporary 

delay in the primordial follicle activation, followed by a compensatory effect 

during culture. Similar findings were observed for the percentage of MNF 

endpoint in the present study. 
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Regarding follicular and oocyte diameter, all treatments reduced the 

follicular and oocyte diameters compared to the control group. Similar results 

were reported in goats (Silva et al., 2002) and mares (Aguiar et al., 2017a). 

Considering that follicular and oocyte diameters were only recorded using MNF, 

the diameter decreasing during culture is probably due to the atresia of more 

advance follicle stages (i.e., primary and secondary) that are more likely to 

undergo atresia than primordial follicles (Aguiar et al., 2016). The non-

detectable levels of estradiol support this statement at the end of culture and 

this hormone is usually produced by late secondary follicles, as well as early 

antral follicles (Cecconi et al., 1999). 

The assessment of ROS production is an imperative tool to determine 

the presence of free radicals that may lead to deleterious effects on cultured 

cells (Talebi et al., 2012). In fact, it was previously demonstrated that an IVFC 

environment with an inappropriate concentration of ROS might initiate 

apoptosis, provoking damages in all follicular stages (Aguiar et al., 2016, Sá et 

al., 2017). Our study demonstrated that after six days of culture, no difference 

among treatments in ROS production was observed. It is known that ACP is 

endowed with antioxidants such as ascorbic acid, a potent free radical 

scavenger, redox catalyst that can reduce and neutralize ROS, protecting cells 

against oxidative stress (Wang et al., 2002), as well to minimize the cost of IVC 

with the use of a.  

In conclusion, ACP+ has equivalent efficiency to MEM+ in maintaining 

the survival and development of goat preantral follicles in vitro. However, ACP 

has the advantage of being a natural product at a lower-cost and may be an 

alternative medium for in vitro follicle culture. 
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