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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi investigar a expressão do sistema interleucina 1 (proteínas e 

RNAm de ligantes e receptores) e sua distribuição nos ovários de vacas cíclicas, bem como 

avaliar os efeitos da IL-1β na sobrevivência e ativação de folículos primordiais in vitro. Os 

ovários foram processados para a localização do sistema interleucina 1 em folículos pré-

antrais e antrais utilizando as técnicas de imunohistoquímica, qPCR e análise de Western blot. 

Para os estudos in vitro, fragmentos ovarianos foram cultivados em α-MEM+ suplementado 

com IL-1β (0, 1, 10, 50 ou 100 ng/mL), e após 6 dias foram processados para análise 

histológica. Os resultados de imunohistoquímica mostraram que a proteína para os integrantes 

do sistema interleucina I (IL-1β, IL-1RA, IL-1RI e IL-1RII) foram detectados em diferentes 

compartimentos foliculares. Infelizmente, o anticorpo testado para localização de IL-1α não 

reagiu em ovários bovinos. Todas as proteínas testadas foram observados no citoplasma dos 

oócitos e nas células da granulosa de todas as categorias foliculares, e nas células da teca de 

folículos antrais, com a exceção da IL-1α, que não foi encontrada em nenhuma das célula 

analisados. Foram observados níveis variáveis de RNAm para o sistema interleucina 1 nas 

diferentes categorias foliculares analisadas. Após 6 dias de cultivo, a presença de IL-1β (10 ou 

50 ng/mL) foi capaz de manter a percentagem de folículos normais e de promover a ativação 

dos folículos primordiais. Em conclusão, os componentes do sistema de interleucina 1 são 

expressos diferencialmente em células ovarianas de acordo com a fase do desenvolvimento 

folicular. Além disso, a IL-1β promove o desenvolvimento de folículos primordiais in vitro. 

Estes resultados sugerem um importante papel do sistema interleucina 1 na regulação da 

foliculogênese em bovinos. 
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Abstract 

This study aims to investigate the expression of interleukin 1 system (proteins and mRNA of 

ligands and receptors) and its distribution in ovaries of cyclic cows, as well as to evaluate the 

effects of IL-1β on the survival and activation of primordial follicles in vitro. The ovaries 

were processed for localization of interleukin 1 system in preantral and antral follicles by 

immunohistochemical, qPCR and western blot analysis. For in vitro studies, ovarian 

fragments were cultured in α-MEM+ supplemented with IL-1β (0, 1, 10, 50 or 100 ng/mL), 

and aftes 6 days the tissues cultured were processed for histological analysis. 

Immunohistochemical results showed that the proteins for interleukin 1 system (IL-1β, IL-

1RA, IL-1RI and IL-1RII) were detected in the various follicular compartments. 

Unfortunately, IL-1α antibodies tested did not react in bovine ovaries. All the proteins tested 

were observed in the cytoplasm of oocytes and granulosa cells from all follicular categories, 

and theca cells of antral follicles, with the exception that IL-1α has not been found in any 

analyzed cell. Variable levels of mRNA for the interleukin 1 system in the follicular size and 

classes analysed. After 6 days of culture, the presence of IL-1β (10 or 50 ng/mL) was 

effective in maintaining the percentage of normal follicles and in promoting primordial 

follicle activation. In conclusion, interleukin 1 system is differentially expressed in the 

ovarian cells according to the stage of follicular development. Moreover, IL-1β promotes the 

development of primordial follicles. These results suggest an important role of the interleukin 

1 system in the regulation of folliculogenesis in bovine species. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui atualmente um efetivo bovino de aproximadamente 193,4 milhões de 

animais, sendo assim o maior rebanho comercial bovino do mundo (ANUALPEC, 2013), 

perdendo somente para a Índia, onde os bovinos não são utilizados para fins comerciais, por 

questões religiosas. De acordo com Serapião (2008), a utilização de novas técnicas de 

produção, incluindo assim diversas biotecnologias que estão ligadas à reprodução animal, tem 

contribuído para que o Brasil seja o maior exportador mundial de carne bovina. Quanto mais 

intensificada for a produção através da utilização de biotecnologias da reprodução como a 

sincronização de estro, inseminação artificial, fertilização in vitro (FIV) e transferência de 

embriões, melhores serão os resultados de uma boa eficiência produtiva (NEVES et al., 

2002). Nesse contexto, o país destaca-se como primeiro país do mundo em número de 

embriões produzidos in vitro (PAVÃO, 2009). 

O desafio dos pesquisadores da área de reprodução animal é aumentar, de forma 

progressiva, a eficiência da produção de embriões a partir de fêmeas de alta produtividade. 

Para isto, torna-se necessário compreender a fisiologia ovariana em bovinos e desenvolver 

sistemas de cultivo in vitro que possibilitem avaliar os efeitos de diversas substâncias que 

estão envolvidas com o controle da foliculogênese. Os estudos in vitro são de grande 

importância, pois apesar da enorme quantidade de informações produzidas durante as duas 

últimas décadas, o entendimento completo dos mecanismos controladores do 

desenvolvimento folicular e maturação oocitária ainda não foram alcançados. 

Inúmeros fatores de crescimento atuam modulando o efeito dos hormônios e 

regulando o desenvolvimento dos folículos ovarianos. Dentre as proteínas que podem atuar no 

ovário, pode-se destacar as citocinas inflamatórias, tais como a interleucina 1β (IL-1β) que 

desempenha importante papel tanto na ovulação como na função folicular (VAN DER HOEK, 

1998). Nos últimos anos, tornou-se evidente que as citocinas são importantes reguladores 

intraovarianos, agindo por sua vez de forma benéfica no ovário mamífero. Um conceito 

emergente é que as citocinas são fundamentais na regulação da foliculogênese, ovulação, e na 

função do corpo lúteo. Assim, o sistema IL-1 tem efeitos importantes sobre alterações 

funcionais e estruturais no ovário em todas as fases do ciclo ovariano. 

Para um maior esclarecimento da importância deste trabalho, a revisão de literatura a 

seguir abordará aspectos relacionados ao ovário mamífero, a foliculogênese, a importância 

das gonadotrofinas para a foliculogênese, as citocinas e suas funções na foliculogênese, a 

ovulação, e as interleucinas e seus efeitos na ovulação. Além disso, serão discutidos o papel 
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das gonadotrofinas para a foliculogênese e ovulação, bem como a importância das citocinas 

para a foliculogênese e ovulação. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ovário mamífero  

 

O ovário mamífero é responsável pelo desenvolvimento, maturação e liberação de 

oócitos maduros para fertilização, bem como pela síntese e secreção de hormônios, que são 

essenciais para o desenvolvimento folicular, ciclo estral e manutenção do trato reprodutivo. 

Em cada ciclo ovariano, muitos folículos são ativados para entrar na fase de crescimento, que 

é caracterizado tanto pela proliferação das células da granulosa como para o aumento do 

tamanho do oócito (GOUGEON, 2003). 

Ao nascimento, o ovário possui um enorme pool de folículos, no qual apenas um 

número reduzido será utilizado durante toda a vida reprodutiva das fêmeas. A população 

folicular total existente no ovário compreende uma enorme reserva de folículos primordiais 

quiescentes, quando comparado a um número inferior de folículos que estão se desenvolvendo 

(CAHILL & MAULÉON, 1981). Vale ressaltar que apenas parte destes folículos irão se 

desenvolver até o estágio de folículo pré-ovulatório, cerca de 0,01% (LIU et al., 2002). Essa 

significativa reserva de material contribuirá para estudos posteriores, como a manipulação 

genética de espécies domésticas, visando à preservação de espécies em extinção e o 

tratamento de algumas formas de infertilidade (PICTON, 2001). A fertilidade das fêmeas é 

determinada em grande parte pela capacidade de desenvolvimento dos oócitos, refletindo 

assim, na sua capacidade de sofrer meiose, ser fertilizado e dar origem a um embrião saudável 

(KIDDER, 2010). 

 

2.2 Foliculogênese 

 

A foliculogênese é o processo pelo qual os folículos crescem, amadurecem e 

eventualmente são eleitos para ovulação. O número de folículos ovarianos que geralmente 

chega ao estágio ovulatório é muito pequeno, estimando-se que aproximadamente 99,9% 

sofram atresia (WEBB et al., 1999). A foliculogênese também pode ser definida como o 

processo de formação, crescimento e maturação folicular, iniciando com a formação do 

folículo primordial e culminando com o folículo maduro ou pré-ovulatório. Esse processo é 

contínuo, com saída diária de folículos do pool de reserva, os quais crescem em direção à 

ovulação ou atresia (HAFEZ & HAFEZ, 2004). 
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O folículo ovariano é composto por um oócito circundado por células da granulosa 

e/ou da teca, e é considerado a unidade estrutural e funcional básica do ovário, cuja função é 

proporcionar um ambiente ideal para o crescimento, sobrevivência e maturação do oócito 

(CORTVRINDT & SMITZ, 2001). Os folículos ovarianos são formados ainda no período 

fetal, em bovinos, aproximadamente no 130º dia da gestação (FIGUEIREDO et al., 2002) e 

estão localizados na região cortical do ovário. Ainda, os folículos ovarianos desempenham 

duas funções independentes, uma endócrina, dada pela produção e liberação de hormônios 

esteroides e outra exócrina, responsável pelo desenvolvimento do oócito (HAFEZ & HAFEZ, 

2004). 

De acordo com o grau de evolução, os folículos podem ser classificados em pré-

antrais ou não-cavitários, e ainda antrais ou cavitários. Os folículos pré-antrais são os 

folículos primordiais, primários e secundários. Já os folículos antrais são os folículos 

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

O folículo primordial é composto de um oócito central que é revestido por células da 

granulosa de formato pavimentoso. Possivelmente pela iniciação do oócito, essas células 

começam a crescer e se diferenciam em células da granulosa cuboides para formar um 

folículo primário. Após serem formados, os folículos primordiais mantêm-se quiescentes até 

que sejam ativados, ou seja, deixem o estágio inicial e sofram o processo de ativação 

(FORTUNE, et al., 2000). 

 

2.2.1 Crescimento folicular na fase pré-antral 

 

O desenvolvimento de folículos pré-antrais pode ser dividido em três estágios: 

ativação de folículos primordiais, transição de folículo primário para secundário e 

desenvolvimento de folículos secundários até o estágio antral (FORTUNE, 2003). A maioria 

dos folículos em desenvolvimento sofrerão atresia, porém alguns irão amadurecer até o 

estágio de folículos pré-ovulatórios. 

A população folicular pré-antral já foi estimada nas mais diferentes espécies, 

perfazendo um total de 285.000 em cada ovário bovino (SILVA-SANTOS et al., 2011). Além 

de variações individuais, existem vários fatores que podem afetar o número de folículos que 

estão nos ovários, tais como: a raça (CAHILL; MAULÉON, 1981; CAHILL; MARIANA; 

MAULÉON, 1979), a idade (ERICKSON, 1966a; RÜSSE, 1983), os níveis hormonais 

(PETERS, 1976), a genética (ERICKSON, 1966b), bem como o estado reprodutivo 
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(ERICKSON; REYNOLDS; MURPHREE, 1976) e nutricional do animal (SCARAMUZZI et 

al., 1993). 

Na ativação folicular, ocorre a saída dos folículos primordiais do seu estado de 

dormência, seguindo assim o seu crescimento, sendo esta uma etapa importante para a 

foliculogênese inicial (MARTINS, 2008). Após a ocorrência deste evento, observa-se a 

transformação das células da pré-granulosa, com formato pavimentoso para formato cuboidal 

(FORTUNE et al., 2003). A ativação acontece de forma espontânea (FORTUNE, et al., 

2000), ou em virtude de estímulos hormonais e fatores de crescimento que são produzidos 

pelas células da granulosa e oócito, que agem de forma parácrina e autócrina no 

desenvolvimento dos folículos (ALBERTINI & BARRETT, 2003). 

O processo de ativação folicular é regulado por uma via de sinalização denominada 

de fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) – proteína quinase B (Akt) (REDDY et al., 2008; LIU 

et al., 2007a,b). Por intermédio desta via, muitos fatores de transcrição que agem na 

sobrevivência dos folículos e no crescimento oocitário são ativados (REDDY et al., 2008). 

Além disso, a ativação desta via dependerá do balanço entre as moléculas inibitórias e 

estimulatórias. Como substâncias estimulatórias, pode-se destacar o kit ligante (KL) (JOHN et 

al., 2009), a insulina (ENGELMAN; LUO; CANTLEY, 2006), o fator de crescimento 

derivado de plaqueta (PDGF) (NAGAO et al., 2006), o fator de crescimento de queratinócito 

(KGF) (CHANG et al., 2005; BAO et al., 2005), o fator de crescimento neural (NGF) 

(RAHBEK et al., 2005), o fator neurotrófico derivado da linhagem celular glial (GDNF) 

(SRINIVASAN et al., 2005), o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (ABID et 

al., 2004) e o fator de crescimento do hepatócito (HGF) (TAHER et al., 2002). No que diz 

respeito às substâncias inibitórias, podem ser citadas a fosfatase e tensina homóloga com 

deleção no cromossomo 10 (PTEN), a proteína p27 (p27), ou o Fator de Transcrição Forkhead 3 

(Foxo3) podem ser destacadas (JOHN et al., 2008). 

Estudos in vitro com folículos primordiais caprinos têm demonstrado que o controle 

do início do crescimento folicular é regulado por diversos fatores, como o KL (CELESTINO 

et al., 2010), estradiol (LIMA-VERDE et al., 2010), a proteína morfogenética óssea 7 (BMP-

7) (ARAÚJO et al., 2010), o peptídeo intestinal vasoativo (VIP) (BRUNO et al., 2010), o 

fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) (MARTINS et al., 2010), o VEGF 

(BRUNO et al., 2009), o fator de crescimento e diferenciação 9 (GDF-9) (MARTINS et al., 

2008), a ativina-A (SILVA et al., 2006a), o fator de crescimento fibroblástico básico (FGF-2) 

(MATOS et al., 2007), o fator de crescimento epidermal (EGF) (SILVA et al., 2004b), que 

atuam na promoção da ativação de folículos primordiais e o crescimento oocitário. Em 
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ovinos, o EGF foi capaz de promover a ativação de folículos primordiais e manteve a 

viabilidade folicular por até seis dias de cultivo (ANDRADE et al., 2005). 

Estudos recentes mostram a importância de diversas substâncias com ação direta ou 

indireta na ativação dos folículos ovarianos, como por exemplo: a esfingosina 1-fosfato (S1P), 

que após 7 dias de cultivo na concentração de 1ng/mL, promoveu a ativação e o 

desenvolvimento de folículos primordiais caprinos (NÓBREGA Jr. et al., 2014). Além disso, 

o FGF-10 (FSH/FGF-10 e FSH/FSH) mantêm a viabilidade folicular e ultraestrutural, 

promovendo a ativação e o crescimento de folículos pré-antrais caprinos cultivados in vitro 

por 16 dias (ALMEIDA et al., 2015). Desta forma, acumulam-se evidências de que a ativação 

e o crescimento dos folículos primordiais requerem a expressão de vários fatores e receptores. 

Em particular, a família dos fatores de crescimento transformante beta (TGF-β) tem-se 

mostrado potente regulador da proliferação e diferenciação celular, nas diferentes espécies 

(ELVIN et al., 2000). Além desses fatores, existem também comprovações sobre a 

importância das gonadotrofinas, hormônio do crescimento (GH), esteroides e andrógenos no 

desenvolvimento de folículos pré-antrais (HARTSHORNE et al., 1994; VENDOLA et al.; 

1998; BACHELOT et al., 2002; ZACZEK et al., 2002). 

Há ainda estudos que utilizam proteínas de origem vegetal, como as lectinas, durante 

a ativação de folículos primordiais in vitro. A lectina jacalina (50 µg/mL) associada ao FSH 

(50 µg/mL) foram capazes de promover a ativação e a sobrevivência de folículos primordiais 

caprinos em 6 dias de cultivo (RIBEIRO et al., 2014). A lectina concanavalina A (Con A) (10 

ou 40 µg/mL) e o FSH promoveram a ativação de folículos primordiais na espécie caprina, 

após 6 dias de cultivo (PORTELA et al., 2014). 

Por mecanismos independentes de gonadotrofinas, os folículos primários crescem até 

chegar ao estágio de folículos secundários pelo crescimento do oócito e por atividade mitótica 

entre as células da granulosa. Um folículo secundário é formado quando uma camada da teca 

é gerada a partir do tecido conjuntivo circundante (BRÄNNSTRÖM, 2004). 

 

2.2.2 Crescimento folicular na fase antral (terciário e pré-ovulatório) 

 

A fase antral da foliculogênese está caracterizada pela presença dos folículos 

terciários ou antrais, os quais são morfologicamente constituídos por um oócito que é 

circundado por uma zona pelúcida, uma cavidade antral repleta de fuido folicular, diversas 

camadas de células da granulosa, duas camadas de células da teca, a teca interna e a teca 

externa, e uma membrana basal (SILVA et al., 2002). 
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O fluido folicular que está presente no interior do antro é constituído por água, 

proteínas séricas, eletrólitos e altas concentrações de estradiol e inibina, ambos produzidos 

pelas células da granulosa (MARTINS et al., 2008). Este fluido folicular atua como uma 

importante fonte de substâncias regulatórias, como esteroides, enzimas, glicoproteínas, 

lipoproteínas e fatores de crescimento (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A produção do 

fluido folicular é acentuada pelo aumento gradual da vascularização dos folículos, bem como 

a permeabilidade dos vasos sanguíneos, os quais estão intimamente correlacionados com o 

crescimento folicular antral (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Na espécie bovina, foi 

observada a formação dos folículos antrais aos 230 dias de gestação (RÜSSE, 1983). A partir 

deste estágio, o diâmetro do folículo aumentará notavelmente em virtude do crescimento 

oocitário, proliferação das células da granulosa, das células da teca e pela expansão da 

cavidade antral (DRIANCOURT, 2001). 

Os pequenos folículos antrais crescem até alcançarem um diâmetro de 3 mm, 

indenpendentemente de gonodotrofinas. A partir deste estágio, os folículos tornam-se 

dependentes destes hormônios até o estágio de folículos pré-ovulatórios, que tem um diâmetro 

em torno dede 10 a 12 mm em Bos indicus e 12 a 15mm em Bos taurus (GINTHER, 2003). 

Durante o desenvolvimento folicular na fase antral ocorrem três eventos principais, o 

recrutamento, a seleção e a dominância (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Além das 

gonadotrofinas, algumas substâncias que são produzidas localmente, dentre os quais pode-se 

destacar os peptídeos, que exercem um papel essencial no processo regulatório da fase antral, 

tanto por meio de mecanismos endócrinos como parácrinos (FORTUNE, 2003). 

Dos folículos que foram recrutados a partir de um determinado grupo, somente um 

será selecionado para continuar se desenvolvendo (folículo dominante), mesmo em níveis 

baixos de FSH. Enquanto isso, os outros folículos (subordinados) começam a sofrer atresia, 

caracterizando esse processo como divergência folicular (GINTHER et al.,1996). O folículo 

dominante reduz de forma passiva a liberação de hormônio folículo estimulante (FSH), ou 

seja, os hormônios produzidos pelas células da granulosa do folículo dominante, estradiol e 

inibina, diminuem a liberação de FSH. A baixa concentração de FSH interrompe o 

desenvolvimento dos folículos subordinados, mas ainda é suficiente para promover o 

crescimento do folículo dominante (ALVES et al., 2002). Durante o recrutamento folicular, 

um grupo de folículos torna-se dependente das gonodrotrofinas e inicia seu desenvolvimento 

(BARROS; FIGUEIREDO; PINHEIRO, 1995). 

Já foi demonstrado que a dinâmica folicular acontece observando um padrão de 

ondas de crescimento folicular ao longo do ciclo estral, sendo que poderão ocorrer duas 
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(PIERSON & GINTHER, 1988; GINTHER; KNOPF & KASTELIC, 1989; FIGUEIREDO et 

al., 1997) ou três ondas foliculares (SAVIO et al., 1988; GAMBINI et al., 1998; CASTILHO 

et al., 2000). O número de ondas em que o crescimento folicular está envolvido pode sofrer 

influências de diversos fatores, dentre os quais pode-se destacar: o tempo de duração da fase 

luteínica (BARUSELLI et al., 1997), baixa ingestão de nutrientes (MURPHY et al.,1991), 

níveis plasmáticos de FSH e inibina-A (PARKER et al., 2003). 

Ao inciar uma nova onda folicular, um determinado grupo de folículos é recrutado, 

apresentando crescimento simultâneo (fase de recrutamento), mas somente um deles será 

selecionado (fase de seleção). A partir de então, este folículo passará a exercer dominância 

sobre os demais folículos, suprimindo assim o desenvolvimento e levando à inibição do 

recrutamento de um novo grupo de folículos. Na presença de níveis elevados de progesterona, 

o folículo dominante tornar-se-á anovulatório, em virtude da frequência na pulsatilidade do 

hormônio luteinizante (LH) ser baixa (GINTHER; KNOPF & KASTELIC, 1989; GINTHER 

et al., 1996). 

A redução de FSH foi identificada como tendo um papel fundamental na fase de 

seleção folicular, pois foi verificado que a administração de FSH de forma exógena na fase de 

recrutamento impede o desvio, permitindo o desenvolvimento de diversos folículos 

dominantes (MIHM et al., 1997). 

Já foi demonstrado que a redução progressiva nos níveis de FSH e a elevação da 

frequência de liberação do LH são os dois principais eventos que definem a dominância 

folicular, sendo que o folículo dominante é o principal inibidor da secreção de FSH, e ao 

mesmo tempo ele tem a capacidade de manter sua sobrevivência em baixos níveis deste 

hormônio, pois ele apresenta uma maior quantidade de receptores para o LH. Na verdade, a 

divergência folicular acontece bem próxima do momento em que o FSH chega a atingir níveis 

basais, sendo isto crucial para a seleção de um único folículo ovulatório nas espécies 

monovulatórias (MIHM & EVANS, 2008). 

O oócito de mamíferos sofre mudanças significativas durante o desenvolvimento 

folicular, inclusive no período em que o folículo se torna dominante, evento que antecede ao 

pico pré-ovulatório de LH. Essas mudanças são chamadas de capacitação, e tem papel 

fundamental na aquisição da competência (DIELEMAN et al., 2002). 

 

2.2.3 Atresia folicular 
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No que diz respeito à atresia folicular, que é responsável pela perda de cerca de 

99,9% dos folículos ovarianos, ela pode ocorrer por degeneração ou apoptose. No caso da 

degeneração, uma das causas principais é a isquemia, onde há a falta do aporte de oxigênio e 

também de nutrientes para os ovários, levando assim à morte dos folículos (FARBER, 1982). 

A atresia por apoptose é um tipo de morte celular programada, individual e ativa, sendo 

distinguida pela desintegração nuclear e formação de corpos apoptóticos (RACHID et al., 

2000), algo que depende da expressão de genes, onde o desequilíbrio entre os genes anti- e 

pró-apoptóticos ocasionam a morte das células (HURWITZ & ADASHI, 1992). 

 

2.3 Importância das gonadotrofinas para a foliculogênese 

 

As gonadotrofinas desempenham um papel importante no crescimento dos folículos 

ovarianos (LEVI-SETTI et al., 2004), visto que a regulação da foliculogênese é um processo 

resultante da ação entre fatores locais e endócrinos (SILVA et al., 2006a). 

O FSH é extremamente importante para o desenvolvimento folicular in vitro, mas 

não é a única substância envolvida. Os folículos pré-antrais já possuem receptores para FSH 

(TISDALL et al., 1995) e vários estudos in vitro demonstraram que o FSH, em concentrações 

que variam de 1ng/mL a 1 µg/mL, promove aumento do diâmetro oocitário e crescimento de 

folículos pré-antrais até a formação de antro em diferentes espécies (bovinos: GUTIERREZ et 

al., 2000). Recentemente, em caprinos, Saraiva et al., (2010) demonstraram que o FSH, em 

concentrações crescentes (dia 0 – 6: 100 ng/mL, dia 6 – 12: 500 ng/mL, dia 12 – 18: 1000 

ng/mL, promove o desenvolvimento de folículos pré-antrais até os oócitos estarem aptos a 

maturação durante 18 dias de cultivo. Além disso, a ativação e o crescimento de folículos pré-

antrais caprinos foram observados após adição de FSH ao meio de cultivo in vitro (MATOS 

et al., 2007). O LH atua nas fases finais da foliculogênese estimulando a retomada da meiose 

e promovendo a maturação citoplasmática dos oócitos. In vivo, a liberação do pico de LH 

estimula os folículos pré-ovulatórios que já expressam receptores de LH nas células do 

cumulus e da granulosa, que é essencial para a retomada da meiose oocitária e para a 

ovulação. O LH atua inibindo a proliferação das células do cumulus e aumentado a produção 

de progesterona (MATTIOLI, 1994). 

A diferenciação das células da granulosa presente em folículos imaturos (pré-antrais) 

e em folículos maturos (pré-ovulatórios) envolve um processo de transformação que é 

influenciada por numerosos fatores neuromoduladores endócrinos e parácrinos (RICHARDS, 

1980;. HSUEH et al., 1984). Assim, as citocinas podem atuar como reguladores autócrinos ou 
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parácrinos da função folicular ovariana sem entrar na circulação sistêmica (SPICER & 

ALPIZAR, 1994). Em adição aos seus efeitos imunológicos conhecidos, citocinas 

demonstraram regular a esteroidogênese nas células foliculares in vitro (ADASHI, 1990a; 

ADASHI, 1990b; HURWITZ et al., 1991a). 

 

2.4 As citocinas e as suas funções na foliculogênese 

 

A IL-1α e IL-1β foi inicialmente identificada como reguladora do sistema 

imunológico, mas também afeta as funções do ovário (ADASHI et al., 1990c). O sistema IL-1 

é composto por dois ligantes bioativos, IL-1α e IL-1β (DINARELLO et al., 1994), dois 

receptores, IL-1RI e IL-1RII (SIMS et al., 1993b), e um antagonista do receptor IL-1RA, que 

regula a atividade biológica da IL-1 por uma ação competitiva sobre os receptores (AREND 

et al., 1991). O IL-1RI é uma glicoproteína de 80 kDa (DOWER et al., 1985), e IL-1RII tem 

uma massa molecular de 60-65 kDa (MATSUSHIMA et al., 1986; McMAHAN et al., 1991). 

Todos eles são expressos ou apresentam efeitos sobre uma grande variedade de tecidos, 

incluindo as células do ovário (KOL et al., 1999a). 
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Figura 1. Via de Sinalização da Interleucina 1 (IL-1), mostrando as moléculas que estão envolvidas na cascata 

de sinalização. Interleucina 1 (IL-1), receptor de interleucina 1 (IL-1RI), receptor acessório da proteína da 

interleucina 1 (IL-1RAcP), proteína de diferenciação mieloide (MyD88), quinases associadas ao receptor de 

interleucina 1 (IRAKs), fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), proteína quinase NF-kB indutoras de 

quinase (NIK), NF-kB inibidor de proteínas (I-kB), fator de transcrição nuclear (NF-kB). Adaptado de 

GREENFEDER et al., 1995. 



33 
 

Em ratos, o principal subtipo de receptor no ovário durante a foliculogênese é o 

receptor do tipo 1 (IL-1RI), que é expresso em níveis elevados nos folículos, e muito 

constante, contrastando com a expressão muito baixa de IL-1RII (SCHERZER et al., 1996). 

O segundo receptor, IL-1RII (McMAHAN et al., 1991), também se liga a IL-1, porém não 

inicia a transdução do sinal (SIMS et al., 1993b). O terceiro membro da família, IL-1RA é 

uma proteína glicosilada de 22 kDa (HANNUM, et al.,1990), sendo considerada um 

antagonista dos receptores altamente seletivos e competitivos, que se liga ao receptor IL-1RI 

impedindo a ligação desse receptor com a AcP (proteína necessária para o sinal subsequente), 

bloqueando todas as ações da IL-1α e IL-1β (GREENFEDER et al., 1995). O IL-1RA se 

associa aos receptores de IL-1 impedido suas respostas biológicas e fisiológicas 

(DINARELLO, 1996; BALAKRISHNAN et al., 1998). A IL-1RA é uma proteína glicosilada 

de 22 kDa (HANNUM, et al.,1990). As três moléculas são formadas como precursores, e, 

enquanto pro-IL-1α e pro-IL-1RA são biologicamente ativos, a pro-IL-1β é inativa, 

necessitando ser clivada por uma enzima caspase-1 para que a mesma seja liberada em sua 

forma ativa (THORNBERRY et al., 1992). A IL-1α e IL-1β podem ser armazenados na célula 

após a tradução como um precursor de (Pro-IL-1) de 31 kDa, sendo que a Pro-IL-1 é 

biologicamente ativa como na forma madura, e ela atua no meio intracelular (ROUX-

LOMBARD, 1998). Kurt-Jones et al., (1985) e BAILLY et al., (1990) demonstraram a 

existência de um tipo de IL-1α transmembranar de 23kDa. 

IL-1α e IL-1β são dois agonistas funcionais da família da IL-1. Acredita-se que elas 

induzem respostas celulares idênticas, mas há relatos de diferenças nas suas atividades, 

desempenhando um papel essencial no processo inflamatório e na resposta imune. Por 

exemplo, a produção de anticorpos dependente de célula T é mediada pela IL-1β, mas não 

pela IL-1α (NAKAE et al., 2001) (Figura 1). 

As citocinas são sintetizadas por uma ampla variedade de células, e são capazes de 

estimular ou inibir o crescimento e a diferenciação celular, induzir quimiotaxia e modular a 

expressão de outras citocinas. Muitos estudos têm documentado a produção intraovariana de 

citocinas pró-inflamatórias durante a ovulação (MACHELON & EMILIE, 1997), sendo 

secretadas a partir de células do sistema imunológico que foram recrutadas da circulação 

sanguínea para o espaço extra vascular do estroma ovariano, e também a partir das células 

somáticas do ovário, incluindo as células da granulosa e tecais (BRÄNNSTRÖM, 2004; 

INGMAN & JONES, 2008). 

O sistema IL-1, incluindo os receptores e ligantes foram evidenciados como sendo 

produzidos em diversos locais do ovário (células da granulosa, células da teca e oócitos) e 
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estão ligados à ovulação, a produção de enzimas proteolíticas, regulação do fator ativador do 

plasminogênio, síntese do óxido nítrico e a produção de prostaglandinas, além de controlar a 

esteroidogênese ovariana (GÉRARD, et al., 2004; ORSI, et al., 2007). 

A IL-1 é uma citocina pró-inflamatória envolvida na resposta imune contra infecções 

e agressões, sendo produzida principalmente por monócitos e macrófagos (BIRD et al., 2002). 

A IL-1α e a IL-1β são potentes citocinas pró-inflamatórias, ao passo que o antagonista do 

receptor de IL-1 (IL-1RA), age como uma citocina anti-inflamatória, e compete com a IL-1α e 

IL-1β na ligação aos receptores da IL-1, sem efeitos intrínsecos (DINARELLO, 1998; 

AREND, 1990). A IL-1 exerce influência em diversas funções biológicas (DINARELLO, 

1988), ou seja, aumenta a quimiotaxia de linfócitos T e B; estimula a síntese de tromboxanos 

por neutrófilos e macrófagos; estimula liberação de histamina por basófilos e degranulação 

dos eosinófilos; estimula a síntese de interferon β1 e β2; age como um pirógeno endógeno; 

induz a síntese de proteínas de fase aguda (ex. proteína C reativa e fibrinogênio) em 

hepatócitos (ENDRES, VAN DER MEER, DINARELLO, 1987); ativa linfócitos T (MIZEL, 

1982) e aumenta a síntese de anticorpos pelas células B (FALKOFF et al, 1983). 

 

2.5 Ovulação 

 

Em bovinos, a ovulação está marcada por uma interação dinâmica entre fatores que 

ainda não estão totalmente elucidados, culminando assim com a ruptura do estigma ovulatório 

e consequente liberação do oócito. Esse processo ovulatório é ativado pelas gonadotrofinas 

(FSH e LH) que são liberadas pela adeno-hipófise após estímulo do hormônio liberador de 

gonadotrofina (GnRH) sintetizado no hipotálamo (ESPEY, 1980; RUSSELL & ROBKER, 

2007). O processo de ovulação se inicia no momento em que folículo recebe o estímulo pelo 

pico pré-ovulatório do LH. Os folículos tornar-se-ão aptos para ovular no momento em que os 

mesmos adquirirem o status de dominantes (≥10 mm de diâmetro). Esses folículos terão uma 

maior responsividade ao pico de LH no momento em que eles estiverem em tamanhos 

maiores de 12 mm de diâmetro (SARTORI et al., 2001). Na espécie bovina, por volta de 2 

horas após a aplicação de um análogo de GnRH, acontece o pico de LH (KOMAR et al., 

2001). O receptor de LH (LHR), pertencente à superfamília dos receptores ligados a proteína 

G, além de estar presente nas células da teca, possui seus níveis aumentados nas células da 

granulosa de folículos pré-ovulatórios de ratos (PENG et al., 1991), murinos (EPPIG et al., 

1997) e em bovinos (ROBERT et al., 2003). Foi ainda demonstrado por Robert et al. (2003) 

que diferentes isoformas de transcritos para o receptor de LH (LHR) são expressos nas células 
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da granulosa em todas as fases do desenvolvimento folicular, mas somente os trancritos de 

LHR que estão presentes nos folículos dominantes possuem a capacidade de produzir uma 

proteína que seja funcional. 

Estudos mostram que com o pico de LH, a adenilato ciclase é ativada via LHR, que, 

por conseguinte promove o aumento nas concentrações de AMPc nas células da granulosa, a 

qual promove a ativação da proteína quinase dependende de AMPc (PKA) (MARSH, 1976; 

RICHARDS, 2001; CONTI, 2002). A PKA catalisa a fosforilação da proteína ligante do 

elemento de resposta ao AMPc (CREB – AMPc response element-binding protein), um fator 

de transcrição nuclear que promove o aumento da transcrição de genes que estão envolvidos 

no processo de ovulação (RICHARDS, 2001). Destacam-se os fatores de crescimento 

semelhantes ao EGF, como a ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e β-celulina 

(BTC) que sofrem estimulação por meio do pico de LH via AMPc (PARK et al., 2004). O 

processo de transativação do receptor do EGF (EGFR) ocorre nas células da granulosa e nas 

células do cumulus pela enzima proteolítica ADAM17 (ou TACE, enzima conversora do 

TNF), que promove a liberação do domínio desses fatores (AREG e EREG) e regula a 

fosforilação da MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) (YAMASHITA et al., 2007; 

PANIGONE et al., 2008; YAMASHITA et al., 2009; YAMASHITA & SHIMADA, 2012). É 

essencial o processo de fosforilação de ERK1/2 nas células da granulosa para que aconteça a 

ovulação em mamíferos, pois foi verificado que camundongos Knockout para ERK1/2 nas 

células da granulosa, os oócitos apresentaram-se inclusos nos folículos e sem a formação de 

corpo lúteo, mesmo após serem submetidos à superovulação (FAN et al., 2009). 

As prostaglandinas são produtos originados do ácido araquidônico pela via 

ciclooxigenase (COX). A COX, entretanto é composta por duas principais isoformas (COX-1 

e COX-2), sendo que a COX-1 é constitutiva e a COX-2 é induzida. A COX-2 por sua vez 

somente é aumentada nas células da granulosa (LIU et al., 1997; RICHARDS, 1997), bem 

como os níveis das prostaglandinas E2 (PGE2) e F2 alfa (PGF2α) no fluido folicular também 

são elevados (SIROIS, 1994; LIU et al., 1997) em resposta ao estímulo de gonadotrofinas. 

Ainda, na espécie bovina, a expressão de RNAm e proteína para COX-2 foi demonstrada nas 

células da granulosa de folículos pré-ovulatórios (LIU et al., 1997; LIU & SIROIS, 1998). Já 

a prostaglandina E2 apresenta efeito semelhante ao LH, participando dos processos 

ovulatórios por induzir a síntese dos fatore de crescimento semelhantes ao EGF via 

AMPc/PKA e MAPK (BEN-AMI et al., 2006; SHIMADA et al., 2006). 

Logo após o pico de LH, os níveis de progesterona (P4) tornam-se mais elevados 

com relação aos níveis de estradiol (E2) no ovário, e a partir de então, dará início ao processo 
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de luteinização (KOMAR et al., 2001). No fluido folicular, os níveis de E2 decrescem a partir 

de 3 horas após a aplicação de GnRH (hora 0) na espécie bovina (TONELLOTTO DOS 

SANTOS, 2012), e baixando em torno de 70% na hora 12 (KOMAR et al., 2001). A 

diminuição nos níveis intrafoliculares de E2, se dá pela redução de enzimas esteroidogênicas 

como a 17α-hidroxilase (17αOH), refletindo assim na redução da produção de andrógeno, e 

aromatase (P450), diminuindo assim da capacidade das células da granulosa de converter 

andrógenos em E2 (KOMAR et al., 2001). A síntese de P4, por conseguinte, é regulada pela 

3β-hidroxiesteroide desidrogenase (3β-HSD), pois ao aplicar um inibidor de 3β-HSD 

(trilostano) intrafolicular em vaca induzidas com GnRH, os níveis de progesterona no fluido 

folicular foram então diminuídos, e as vacas ovulam normalmente (LI et al., 2007). 

 

2.6 Interleucinas e seus efeitos na ovulação 

 

Vários estudos têm reportado que, em diversas espécies de mamíferos, a IL-1 é um 

fator parácrino que pode estar envolvido na cascata de eventos que levam à ovulação (BEN-

SHLOMO & ADASHI, 1994). 

A ovulação pode ser considerada uma reação inflamatória que implica na 

mobilização de neutrófilos e a participação de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-1, 

IL-8 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (BRÄNNSTRÖM, 2004), sendo que os 

folículos ovarianos representam um local de síntese, bem como recepção e ação do TNF-α 

(BRÄNNSTRÖM et al., 1994; ROBY & TERRANOVA, 1989, 1990) e da IL-1β 

(BRÄNNSTRÖM et al., 1993b). 

Assim, a ovulação é comparada a um processo cíclico semelhante a uma inflamação 

(ESPEY, 1980), sendo que a IL-1 é uma mediadora de inflamação já estabelecida, que pode 

desempenhar um papel intermediário (HURWITZ et al., 1991a). Esses peptídeos afetam 

diretamente a função secretora das células da teca e/ou das células da granulosa com efeito 

estimulante ou inibitório sobre a biossíntese de prostaglandinas e esteroidogênese (OTANI et 

al., 1996). 

Estudos in vitro mostraram que IL-1β regula algumas atividades das células da 

granulosa e das células da teca, como esteroidogênese e promove a ovulação em ratas 

(BRÄNNSTRÖM et al., 1993b) e coelhas (TAKEHARA et al., 1994). Além disso, a IL-1β 

induz o rompimento da vesícula germinativa de oócitos em coelhas (TAKEHARA et al., 

1994) e induz a retomada da meiose em oócitos equinos (MARTORIATI et al., 2002), 

sugerindo um papel potencial de IL-1β na maturação nuclear do oócito (CAILLAUD et al., 



37 
 

2005). Desta forma, sabe-se que a IL-1 β é um fator parácrino que está envolvido na cascata 

de eventos que levam à ovulação (BEN-SHLOMO et al., 1994) e a maturação oocitária. Em 

adição, a IL-1β tem sido evidenciada a participar na indução da ovulação, facilitando a 

ruptura folicular (VASSILIADIS et al., 2005). Foi demonstrado ainda que a IL-1β também 

suprime a apoptose em folículos antrais iniciais (CHUN et al., 1996, 1995). Acredita-se que a 

IL-1β exerce sua ação através de receptores presentes nas células da teca (HURWITZ et al., 

1992). 
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3. PROBLEMA 

 

 Será que os RNAs mensageiros e as proteínas para o sistema IL-1 são expressos em 

todos os estágios de desenvolvimento folicular ovariano em bovinos? 

 

 Será que ocorre um aumento nos níveis de expressão do RNAm para os membros do 

sistema interleucina IL-1 durante o desenvolvimento de folículos secundários para 

pequenos e grandes folículos antrais? 

 

 Será que a interleucina 1β está envolvida na ativação de folículos primordiais 

cultivados in vitro? 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

Nos últimos anos, tornou-se evidente que as citocinas são importantes reguladores 

intraovarianos, agindo por sua vez de forma benéfica no ovário mamífero. Um conceito 

emergente é que as citocinas, como a IL-1, são fundamentais na regulação da foliculogênese, 

ovulação e na função do corpo lúteo. No entanto, em bovinos, as funções biológicas da IL-1 

durante a foliculogênese ainda não foram totalmente elucidadas.  Apesar deste sistema exercer 

um importante papel na ovulação, ainda não se sabe se as proteínas e o RNAm para esse fator 

e seus receptores são expressos em ovários bovinos. Além disso, não se conhece os efeitos da 

IL-1 durante a ativação e/ou desenvolvimento de folículos pré-antrais, bem como de pequenos 

e grandes folículos antrais. No ovário mamífero, cerca de 90 a 95% dos folículos encontram-

se quiescentes e constituem o pool de reserva folicular. Para que estes folículos possam entrar 

em fase de crescimento, é necessário que sejam ativados, retomando a capacidade de 

proliferação das células da granulosa e aumento do volume citoplasmático e nuclear do 

oócito. Sabendo-se da importância e do valor econômico que a espécie bovina representa para 

o país, é extremamente importante o desenvolvimento de um sistema de cultivo capaz de 

ativar o pool de folículos quiescentes, seguido do desenvolvimento in vitro. Sendo assim, para 

compreender o crescimento dos folículos em diferentes categorias, o desenvolvimento de um 

sistema de cultivo eficiente poderá contribuir para a propagação de biotécnicas reprodutivas 

para uma melhor compreensão sobre os fatores que regulam a foliculogênese na fase pré-

antral, necessários para a sobrevivência, a ativação e o início do crescimento folicular. Até o 

momento sabe-se que a ativação, crescimento e desenvolvimento folicular são orquestrados 

por hormônios, fatores de crescimento e outras substâncias que irão agir de forma autócrina 

ou parácrina na regulação deste crescimento, sendo que os mecanismos reguladores desses 

processos são pouco conhecidos em bovinos. 

Diferentes substâncias vêm sendo utilizadas em sistemas de cultivo visando a 

manutenção da viabilidade folicular, bem como o estímulo ao crescimento de folículos pré-

antrais in vitro, incluindo algumas citocinas como LIF (fator inibidor da leucemia), membro 

da família da interleucina 6 (IL-6). No entanto, a IL-1 ainda não foi identificada em folículos 

pré-antrais e nem utilizada no cultivo in situ de fragmentos de córtex de ovários. Desta forma, 

o desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente que a utilize poderá fornecer subsídios 

para uma melhor compreensão acerca dos fatores que regulam a foliculogênese na fase pré-

antral e de proteínas e fatores necessários para a sobrevivência, a ativação e o início do 

crescimento folicular. 
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5. HIPÓTESES 

 

Conforme mostrado na revisão de literatura, a foliculogênese é um processo 

complexo regulado por diferentes hormônios e fatores de crescimento e esse processo pode 

ser influenciado pelos componentes do sistema IL-1. Diante do exposto, foram formuladas as 

seguintes hipóteses científicas: 

 

1) Os RNAs mensageiros e as proteínas para o sistema IL-1 são expressos nos 

folículos ovarianos bovinos em todos os estágios de desenvolvimento. 

 

2) Ocorre um aumento nos níveis de expressão de RNAm para o sistema IL-1 durante 

o desenvolvimento folicular pré-antral e antral. 

 

3) A interleucina 1β promove a ativação de folículos primordiais cultivados in vitro. 
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6- OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivos gerais 

 

1) Caracterizar a distribuição das proteínas e quantificar os RNAs mensageiros do 

sistema IL-1 por imunohistoquímica e western blot nas diferentes categorias de 

folículos ovarianos bovinos. 

 

2) Avaliar os efeitos de diferentes concentrações de IL-1 beta na ativação de 

folículos primordiais bovinos cultivados in vitro. 

 

6.2 Objetivos específicos 

 

1) Localizar as proteínas para IL-1β, IL-1RA, IL-1RI e IL-1RII por 

imunohistoquímica e western blot nos diferentes compartimentos foliculares em 

ovários bovinos. 

 

2) Quantificar os RNAs mensageiros para o sistema interleucina 1 em folículos pré-

antrais, bem como em células do cumulus, oócitos e na parede folicular de folículos 

antrais menores que 3mm e maiores que 3mm. 

 

3) Avaliar os efeitos de 0, 1, 10, 50 e 100 ng/mL de IL-1β na ativação, sobrevivência 

e viabilidade de folículos primordiais bovinos cultivados in vitro. 
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7. ARTIGO I 
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Abstract 

This study aims to investigate the expression of interleukin 1 system members (proteins and 

mRNA of ligands and receptors) and its distribution in ovarian follicles of cyclic cows, as 

well as to evaluate the effects of interleukin-1β (IL-1β) on the survival and activation of 

primordial follicles in vitro. The ovaries were processed for localization of interleukin 1 

system in preantral and antral follicles by immunohistochemical, real time PCR and western 

blot analysis. For in-vitro studies, ovarian fragments were cultured in α-MEM+ supplemented 

with IL-1β (0, 1, 10, 50 or 100 ng/mL), and after 6 days the cultured tissues were processed 
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for histological analysis. Immunohistochemical results showed that the interleukin 1 system 

proteins IL-1β, IL-1RA, IL-1RI and IL-1RII were detected in the cytoplasm of oocytes and 

granulosa cells from all follicular categories, and theca cells of antral follicles. Variable levels 

of mRNA for the interleukin 1 system members were observed at different stages of 

development. After 6 days of culture, the presence of IL-1β (10 or 50 ng/mL) was effective in 

maintaining the percentage of normal follicles and in promoting primordial follicle activation. 

In conclusion, interleukin 1 system members are differentially expressed in the ovarian 

follicles according to their stage of development. Moreover, IL-1β promotes the development 

of primordial follicles. These results suggest an important role of the interleukin 1 system in 

the regulation of bovine folliculogenesis. 

 

Keywords: bovine, interleukin 1 system, gene expression, primordial follicles  

 

1. Introduction 

 

Ovarian follicular development is regulated by several substances, such as hormones, 

growth factors and cytokines (1). Interleukins are pro-inflammatory cytokines that have been 

reported to be involved in both endometriosis and ovarian carcinogenesis (2,3) and actively 

participate in the process of ovulation (4); (5). The interleukin system 1 (IL-1) consists of two 

bioactive ligands, IL-1α and IL-1β (6), two receptors, IL-1RI and IL-1RII (7) and a receptor 

antagonist (IL-1RA) that regulates the biological activity of IL-1 in a competitive action on 

the receptor (8). IL-1RI is a glycoprotein of 80 kDa (9) and IL-1RII has a molecular weight of 

60-65 kDa (10); (11). Both receptors IL-1RI and IL-1RII can bind to IL-1. However, only IL-

1RI may mediate the signal of IL-1 (12); (13); (14). IL-1RII can not mediate the IL-1 signal 

due to its tail being the cytoplasmic domain of 29 amino acids, compared with the IL-1RI, 
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which has 215 amino acids (7). When IL-1 binds to IL-1RI, a conformational change occurs 

in the receptor, which allows the association of IL-1RA to IL-1-IL-1RI complex (15); (16); 

(17). The association of IL-1RA to the IL-1-IL-1RI complex is essential for signaling (18); 

(19); (20). All these receptors and ligands are expressed and are effective in a wide variety of 

tissues, including rat ovarian cells (21-23). 

It is known that components of interleukin system are expressed in oocytes, cumulus 

and mural granulosa cells of rat antral follicles (21). Not long ago, (24) reported that the ovary 

is a site for action and production of interleukins in various mammalian species. Previously, it 

was shown that IL-1 modulates rat (25) and bovine (26) granulosa cell proliferation in vitro, 

dependent on the follicle size, and inhibits steroidogenesis in bovine undifferentiated follicles, 

but stimulates the release of progesterone in differentiated follicles (26); (27). In addition, IL-

1 promoted the proliferation of ovarian cells, suppression of apoptosis, as well as follicular 

growth (28). These authors also reported that IL-1β acts on granulosa and theca cells to 

regulate steroidogenesis and ovulation in rats (29). This cytokine also promotes germinal 

vesicle breakdown in rabbit oocytes (30), and stimulates the resumption of meiosis and 

nuclear oocyte maturation in mares (31), (32). However, there is no information about the 

mRNA expression of the interleukin 1 system proteins IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-1RI, IL-1RII 

and the protein localization of these ligands and their receptors in bovine ovarian follicles. In 

addition, the effects of IL-1β on early follicular development in bovine species are still not 

known. 

The present study was carried out to examine the existence of an intrafollicular 

interleukin 1 system (ligands and receptors) and its distribution in ovarian follicles of cyclic 

cows and to find evidence of a role of this system in early folliculogenesis. Therefore, mRNA 

for interleukin 1 system expression was investigated by real time polymerase chain reaction 

(PCR), while the presence and cellular localization of the corresponding proteins were 
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analyzed by immunohistochemistry and Western Blot. The effects of IL-1β on primordial 

follicle activation and survival in vitro were also investigated. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Experiment 1: protein localization and mRNA quantification for IL-1 system 

members in bovine ovarian follicles 

 

2.1.1. Collection of ovaries 

 

Ovaries from adult mixed breed cows (Bos taurus) were collected at a 

slaughterhouse. After collection, the ovaries were washed (for approximately 10 s) in 70% 

alcohol, then washed twice in 0.9% saline solution, and transferred to minimum essential 

medium-alpha (α-MEM – Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA) supplemented with 

100 mg/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin. Subsequently, ovarian pairs from each 

cow were transported to the laboratory within 1 h at 4ºC (33). 

 

2.1.2. Immunohistochemistry 

 

Ovaries (n=12) were fixed overnight at room temperature in 4% (w/v) 

paraformaldehyde in PBS (pH 7.4), and subsequently dehydrated and embedded in paraffin 

wax (QEEL, São Paulo, SP, Brazil) in preparation for immunohistochemical studies. To 

determine the localization of IL-1β, IL-1RI, IL-1RII and IL-1RA, serial 7-μm sections were 

cut from ovaries of ten different cows. These sections were mounted on poly-L-lysine-coated 

slides, dried overnight at 37°C, deparaffinised in xylene and rehydrated in a graded ethanol 
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series. Endogenous peroxidase was blocked by incubating the deparaffinised sections in 3% 

hydrogen peroxide in methanol for 10 min. The sections were then washed with PBS, and the 

epitopes were activated by incubating the sections for 30 min at 95°C in 0.01 M citrate buffer 

(pH 6.0). Then, the sections were washed in PBS/0.05% Tween (PBS-T; Sigma-Aldrich, 

Saint-Louis, Missouri, USA) before being incubated for 30 min with 1% normal goat serum 

in PBS to minimize non-specific binding. The primary antibodies were as follows: 1) rabbit 

anti-interleukin-1β; 2) rabbit anti-interleukin-1 RI; 3) rabbit anti-interleukin-1 RII and 4) 

rabbit anti-interleukin 1-RA (All from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). The 

final antibody dilutions were 1:50. The sections were incubated overnight at 4°C in 

appropriate dilutions of the antibodies. All other incubations and washes were performed at 

room temperature. Unfortunately, the antibodies used to detect IL-1α in bovine ovaries did 

not react. After incubation with an antibody, sections were washed three times with PBS-T 

and incubated for 45 min with biotinylated secondary antibody (goat anti-rabbit IgG from 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), diluted 1:200 in PBS containing 5% normal 

goat serum. Next, the sections were washed three times in PBS-T before being incubated for 

45 min with an avidin–biotin complex (1:600) (Vectastain Elite ABC kits; Vector 

Laboratories). The sections were then washed three times in PBS and stained with 

diaminobenzidine (DAB) (0.05% DAB in Tris/HCl, pH 7.6, and 0.03% H2O2 – Sigma tablets) 

until a precipitate formed or for a maximum of 7 min. The stained sections were rinsed in 

PBS and water, and counterstained for 10 s in Mayer’s haematoxylin. Finally, the sections 

were washed for 10 min in running tap water, and subsequently dehydrated in a graded 

ethanol series followed by xylene treatment and mounting in synthetic Canada balsam 

(Dinâmica Ltda, São Paulo, Brazil). 

The ovarian follicles were classified in different categories: primordial, primary, 

secondary, small antral follicles (<3mm in diameter) and large antral follicles (>3mm). The 
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diameter of follicles was calculated by the method described by (34). The staining intensity 

was scored as follows: absent (-), weak (+), moderate (+ +) or strong (+ + +). Controls for 

non-specific staining were performed by (1) replacing the primary antibody with IgGs from 

the same species in which the specific antibody was raised, at the same concentration, (2) 

incubation with diaminobenzidine reagent alone to exclude the possibility of non-suppressed 

endogenous peroxidase activity, and (3) western blot analysis of protein expression in 

granulosa cells. 

 

2.1.3. Western blot 

 

Ovaries (n= 15) were colected at a local slaughterhouse as described previously. In 

the laboratory, granulosa cells were collected from ovarian follicles of non-pregnant adult 

cows. The granulosa cells were obtained of small antral follicles or large antral follicles. All 

follicles were apparently healthy with a good vascularization and had moderately transparent 

follicular fluid. Total protein from granulosa cells were extracted in RIPA Buffer solution 

(Radio-Immunoprecipitation Assay; Sigma-Aldrich) according to the manufacturer's 

instructions. Granulosa cell protein samples obtained using RIPA buffer were boiled at 95°C 

for 5 minutes, subjected to 12% SDS gel, and transferred into nitrocellulose membranes. After 

blocking for 2 hours with 5% nonfat milk / Tris buffered saline (TBS) containing 0.05% 

Tween 20 (TBS-T), blots were incubated overnight at 4°C with IL-1β (1:200; sc-7884; H-153; 

Santa Cruz Biotechnology), IL-1RI (1:200; sc-688; N-20; Santa Cruz Biotechnology), IL-

1RII (1:200; H-71; sc-292522; Santa Cruz Biotechnology), IL-1RA (1:200; H-110; sc-25444; 

Santa Cruz Biotechnology) or β-actin (1:5000; control; ab8227; Abcam Inc.), followed by 

three washes (5 minutes each) with TBS-T. The blots were then incubated with 1:2000 goat 

anti-rabbit secondary antibody (IgG-HRP; sc-2004; Santa Cruz Biotechnology) for 2 hours 
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with agitation, followed by three washes (5 minutes each) with TBS-T. Immunoreactive 

bands were detected using Clarity Western ECL (Bio-Rad, CA, USA) according to the 

manufacturer’s instructions and visualized using ChemiDoc XRS System (Bio-Rad). 

 

2.1.4. Real time PCR 

 

Ovaries (n = 20) from adult cows were collected as described previously. To isolate 

preantral follicles (secondary), the ovaries were carefully dissected and placed immediately in 

warmed α-MEM. Briefly, ovarian cortical slices (1–2 mm thick) were cut from the ovarian 

surface and follicles were visualized under a stereomicroscope (SMZ645; Nikon, Tokyo, 

Japan) and manually microdissected from strips of ovarian cortex using 26 gauge (26G) 

needles. After isolation, these follicles were washed and three groups of 10 follicles were 

collected and stored at -80ºC until RNA extraction. This procedure was completed within 2h. 

A second group of ovaries (n=20) was collected as described previously, to isolate 

oocyte and cells from antral follicles. In the laboratory, the cumulus–oocyte complexes 

(COCs) were aspirated from small (<3 mm) and large (>3mm) antral follicles with an (18G) 

gauge needle. From the follicle content so collected, compact COCs were selected as 

described by (35). Thereafter, the cumulus was separated from the oocyte by a combination of 

vortexing and aspiration via a narrow-bore Pasteur pipette. Three groups of 10 denuded 

oocytes and three groups of cumulus cells from 10 COCs were stored at -80°C until RNA 

extraction. Then, the ovaries were also used to obtain follicular walls. To this end, follicles 

were isolated from the ovaries and dissected free of stromal tissue (36) and transparent 

follicles measuring 1–3 mm and >3 mm in diameter were selected. The follicles were 

sectioned into equal halves with a scalpel and the oocytes were removed and discarded. 
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To evaluate gene expression for interleukin 1 system (IL-1α, IL-1β, IL-1RI, IL-1RII 

and IL-1RA), total RNA extraction was performed using Trizol® purification kit (Invitrogen, 

São Paulo, Brazil). According to the manufacturer’s instructions, 800 µL of Trizol solution 

was added to each frozen samples and the lysate was aspirated through a 20-gauge needle 

before centrifugation at 10,000 g for 3 min at room temperature. Thereafter, all lysates were 

diluted 1:1 with 70% ethanol and subjected to a mini-column. After binding of the RNA to 

the column, DNA digestion was performed using RNAse-free DNAse (340 Kunitz units/mL) 

for 15 min at room temperature. After washing the column three times, the RNA was eluted 

with 30 µL RNAse-free water. The RNA concentration was estimated by reading the 

absorbance at 260 nm and was checked for purity at 280 nm in a spectrophotometer 

(Amersham Biosciences, Cambridge, England) and 1 µg of total RNA was used for reverse 

transcription. Before the reverse transcription reaction, samples of RNA were incubated for 5 

min at 70ºC and then cooled in ice. 

Reverse transcription was performed in a total volume of 20 μL, which was 

comprised of 10 μL of sample RNA, 4 μL 5X reverse transcriptase buffer (Invitrogen, São 

Paulo, Brazil), 8 units RNAse out, 150 units Superscript III reverse transcriptase, 0.036 U 

random primers (Invitrogen, São Paulo, Brazil), 10 mM DTT, and 0.5 mM of each dNTP. The 

mixture was incubated for 1 h at 42oC, for 5 min at 80oC, and then stored at -20oC. Negative 

controls were prepared under the same conditions, but without the inclusion of the reverse 

transcriptase. Quantification of mRNA was performed using GoTaq® qPCR Master Mix. 

PCR reactions were composed of 1μL cDNA as a template in 7.5 μL of GoTaq® qPCR 

Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, USA), 5.5 µL of ultra-pure water, and 0.5 

μM of each primer. The primers were designed by using the PrimerQuestSM program 

(http://www.idtdna.com) to perform amplification of IL-1α, IL-1β, IL-1RI, IL-1RII, IL-1RA 

and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as a housekeeping gene (37) 
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(Table 1). The specificity of each primer pair was confirmed by melting curve analysis of 

PCR products. The thermal cycling profile for the first round of PCR was: initial denaturation 

and activation of the polymerase for 10 min at 95oC, followed by 40 cycles of 15 sec at 95oC, 

30 sec at 58oC, and 30 sec at 60oC. The final extension was for 10 min at 60oC. All reactions 

were performed in StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems). Relative quantifications 

of mRNA were carried out using the comparative threshold (Ct) cycle method. The delta-

delta-Ct method was used to transform the Ct values into normalized relative expression 

levels (38). 

 

2.1.5. Statistical analysis 

 

Levels of mRNA for for interleukin 1 system (IL-1α, IL-1β, IL-1RI, IL-1RII and IL-

1RA) were analysed by using the paired t test and Kruskal-Wallis test with post-test Dunn 

(Graphad Instat, San Diego, CA, USA) were used to perform these comparative analyzes, 

with P<0.05. Data were expressed as mean ±SEM. 

 

2.2. Experiment 2: effects of IL-1β on bovine primordial follicles activation and survival 

 

2.2.1. In-vitro culture of ovarian cortical tissue 

 

Ovaries (n= 12) were collected as described previously. The culture system used was 

described in detail earlier by (39). Ovarian cortical tissue from the same ovarian pair was cut 

in 18 fragments (approximately 3 x 3 mm, with 1 mm thickness) using a scalpel under sterile 

conditions. The tissue pieces were then either directly fixed for histology (uncultured control) 

or placed in culture for 6 days. Cortical tissues were transferred to 24-well culture dishes 
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containing 1 mL of culture media. Culture was performed at 39°C in 5% CO2 in a humidified 

incubator. The basic culture medium consisted of α-MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with 

ITS (10 μg/mL insulin, 5.5 μg/mL transferrin, and 5 ng/mL selenium), 2 mM glutamine, 2 

mM hypoxantine, antibiotics 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin, 3.0 mg/mL 

of bovine serum albumin (BSA) (α-MEM+). The ovarian cortical fragments were cultured in 

control medium (α-MEM+) alone or supplemented with different concentrations of IL-1β (0, 

1, 10, 50, or 100 ng/mL), in accordance with (40). Every 2 days, the culture medium was 

replaced with fresh medium. 

 

2.2.2. Histological analysis and follicle classification 

 

After six days of culture, the pieces of ovarian tissue were fixed overnight at room 

temperature in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) for 

histological studies. After fixation, the ovarian fragments were dehydrated in a graded series 

of ethanol, clarified with xylene, and embedded in paraffin wax. For each piece of ovarian 

cortex, 7-µm sections were mounted on slides and stained with eosin and hematoxylin. Coded 

anonymized slides were examined under a microscope (Nikon, Tokyo, Japan) at x100 and 

x400 magnification. The developmental stages of follicles were classified as primordial (one 

layer of flattened or flattened and cuboidal granulosa cells around the oocyte) or growing 

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

cuboidal granulosa cells around the oocyte). These follicles were further classified 

individually as histologically normal when an intact oocyte was present, surrounded by 

granulosa cells that are well organized in one or more layers, and have no pyknotic nucleus. 

Degenerated follicles were defined as those with a retracted oocyte, which has a pyknotic 

nucleus and/or is surrounded by disorganized granulosa cells, which are detached from the 
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basement membrane. Overall, approximately 150 follicles were evaluated for each treatment. 

The percentages of primordial and developing follicles were calculated before (fresh control) 

and after culture in a particular medium, as well as of those classified as morphologically 

normal after 6 days of culture in medium supplemented with different concentrations of 

interleukin 1β, the differences were considered significant when P < 0.05. 

 

2.2.3. Statistical analysis 

 

The percentages of primordial and developing follicles were calculated before (fresh 

control) and after culture in a particular medium, as well as of those classified as 

morphologically normal after 6 days of culture in medium supplemented with different 

concentrations of interleukin 1β were compared by chi-square test (Graphpad Instat, San 

Diego, CA, USA). The differences were considered significant when P < 0.05. 

 

3. Results 

 

3.1. Experiment 1: protein localization and mRNA quantification for IL-1 system in 

bovine ovarian follicles 

 

3.1.1. Imunohistochemistry 

 

The relative intensity of immunohistochemical staining for interleukin system in all 

follicle types studied is illustrated in Table 2. Immunohistochemical results showed that the 

proteins for interleukin 1 system (IL-1β, IL-1RA, IL-1RI and IL-1RII) were detected in the 

different follicular compartments. A weak reaction for IL-1β in oocytes and granulosa cells of 
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primordial follicles was observed, although moderate to strong immunoreactions were 

observed in oocyte, granulosa and theca cells from primary to antral follicles. 

Immunoreactivity for IL-1RA was not found in oocytes of primordial and primary follicles, 

except for granulosa cells of primary follicles that were marked. However, weak to moderate 

reactions were observed in oocyte and granulosa cells of secondary and antral follicles, while 

theca cells were occasionally stained (Fig. 1). Oocytes and granulosa cells from primordial 

and primary follicles had a weak reaction for IL-1RI, although secondary and small antral 

follicles had a moderate to strong staining in oocyte, granulosa and theca cells. For IL-RII, 

weak reactions were observed in oocytes of all follicular categories, while a moderate to 

strong staining was observed in granulosa cells. Theca cells had a moderate staining in large 

antral follicles (Fig. 2). For all antibodies tested, control reactions (Figs. 1G and 2G) 

confirmed the absence of non-specific staining.  

 

3.1.2 Western Blot 

 

Western blotting analyses confirmed the presence of reactivity to IL-1β precursor 

(pro-IL-1β - 31kDa), IL-1β (17kDa), IL-1RA (20kDa) IL-1RI (80kDa) and IL-1RII (46kDa) 

in granulosa cells of antral follicles at different stages of development (Figure 3A-E), 

confirming the specifity of imunohistochemical reaction. 

 

3.1.3 Quantification of mRNA for interleukin 1 system in bovine ovary 

 

The mRNA levels for IL-1α (Figure 4A) and IL-1RA (Figure 4C) in the oocyte, 

cumulus cells and follicular wall from small antral follicles (<3mm) were significantly higher 

than in secondary follicles (Figure 4B). In addition, the expression of IL-1β and IL-1RI in the 
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cumulus cells and follicular wall were significantly higher than in secondary follicles. 

Moreover, the expression of IL-1RI in the oocyte was significantly lower than in secondary 

follicles (Figure 4D).  

In small antral follicles (<3mm), the mRNA expressions of IL-1α, IL-1β, IL-1RA and 

IL-1RI (Figure 5A-D) in follicular walls were significantly increased compared to those in 

oocytes and in cumulus cells. No difference was observed in the IL-1RI mRNA levels in these 

follicle compartments (Figure 5E). In large antral follicles (>3mm), IL-1α, IL-1β and IL-1RA 

mRNA was expressed at higher levels in follicular walls than in oocytes and cumulus cells 

(Figure 6A-C). However, the levels of IL-1RI and IL-1RII mRNA were higher in cumulus 

cells than in oocytes and follicular walls (Figure 6D-E). 

IL-1α mRNA expression in oocytes, cumulus cells and follicular walls from small 

antral follicles (<3 mm) was higher than in large antral follicles (>3 mm) (Figure 7A). In 

contrast, IL-1 β mRNA expression in COCs from large follicles was higher than in small 

antral follicles (Figure 7B). Higher mRNA levels of IL-1RA were observed in oocytes and 

cumulus cells from large antral follicles, while no difference was observed in regard follicular 

walls of small and large antral follicles (Figure 7C). Likewise, no differences were found in 

the mRNA expression of IL-1RI in these antral follicles (Figure 7D). Furthermore, the levels 

of IL-1RII mRNA were higher in cumulus cells and follicular wall from large antral follicles 

than in small ones (Figure 7E). It was observed that as the follicle grows, there is an increase 

in expression of IL-1 system. 

 

3.2. Experiment 2: effects of IL-1β on bovine primordial follicles activation and survival 

 

Histological analysis showed that normal (Fig. 8A) and degenerated (Fig. 8B) 

follicles were found in both uncultured and cultured ovarian cortical tissue. Degenerated 
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follicles had a shrunken oocyte, with pyknotic nucleus or disorganized granulosa cells. A total 

of 1105 follicles were counted to evaluate follicular morphology and activation in this 

experiment. 

The effects of the different treatments on the percentage of surviving follicles at the 

end of culture are shown in Figure 9. At the end of the culture period, all the treatments 

reduced the percentage of normal follicles, when compared to that in uncultured ovarian 

tissue (P<0.05). Among treatments, IL-1β (100ng/ml) significantly decreased the percentage 

of normal follicles. 

Compared to uncultured control tissue, after 6 days of culture, all treatments promoted 

a decrease in the percentage of primordial follicles and consequent increase in the percentage 

of developing follicles (P<0.05). Moreover, when compared to the other treatments, presence 

of 10 and 50ng/mL of IL-1β in culture medium resulted in a significant increase in the 

percentage of developing follicles. The results are shown in Figures 10 and 11. 

 

4. Discussion  

This study is the first to report the presence of interleukin-1 system members in 

different follicular categories and different compartments of follicles in bovine ovarian tissue. 

The presence of proteins of interleukin I system members in all the follicular classes 

(primordial, primary, secondary and antral follicles) was demonstrated by 

immunohistochemistry. In parallel, the presence of mRNA for these proteins proves the 

synthetic activity in the bovine follicle.  

The results from immunohistochemical studies demonstrate the presence of IL-1β, 

IL-1RA, IL-1RI and IL-1RII in the oocyte and granulosa cells of primordial, primary and 

secondary follicles. In small and large antral follicles, these proteins were found in oocytes, 

cumulus cells and the mural granulosa. It was observed that as the follicle grows, there is an 
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increase in expression of IL-1 system. Western blot analysis confirmed that, except IL-1α, 

proteins of the IL-1 system are present in granulosa cells from bovine antral follicles. IL-1β 

was previously demonstrated in oocytes, granulosa, theca and cumulus cells in ovarian tissue 

of the human (41); (42); (43); (44), mouse (45); (46), rat (47); (21) and mare (31); (48). IL-1α 

protein was previously detected in mouse (45); (46) and human (43) oocytes, theca and 

cumulus cells (22) demonstrated that ovarian cells synthesize IL-1α and that this production is 

IL-1β-dependent. Moreover, IL-1β was found to be produced by ovarian granulosa cells of 

preovulatory follicles (49); (50). The presence of IL-1RA was demonstrated in granulosa and 

cumulus cells in mare (31); (48) and human (43). The presence of IL-1RI protein was 

previously demonstrated in oocytes, granulosa, theca and cumulus cells in ovarian tissue of 

mouse (45), rat (51); (21), woman (52), (51); (43) and mares (31); (48). In mouse, the 

expression of IL-1RI varies with follicular development (53). In human, it has been 

demonstrated that mRNA for IL-1RI is absent in primordial follicles, but present in granulosa 

and theca cells from growing follicles (secondary and antral) (51). 

The present study showed the presence of mRNA for IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-1RI 

and IL-1RII in preantral follicles, as well as in oocytes, cumulus cells and follicular wall of 

small and large antral follicles of bovine ovaries. Previously, the components of the 

interleukin-1 system were located in various types of ovarian cells, i.e., in oocytes, granulosa 

and theca cells of several mammalian species (24). Using in-situ hybridization, the transcript 

for IL-1β was located in mural granulosa cells, the most inner layers of the theca, and in the 

oocytes of rat preantral and early antral follicles (23). The same technique demonstrated IL-

1RI mRNA in murine oocytes (54) and abundant levels of IL-1RA mRNA in the granulosa of 

rat primordial and growing follicles (51). 

In this study, compared to secondary follicles, high levels of mRNA for IL-1α, IL-1β 

and their receptors were demonstrated in oocytes, cumulus cells and follicular walls from 
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small antral follicles. Studies have shown that (i) mare COCs contain IL-1β mRNA (31), (ii) 

IL-1β is secreted by cultured human granulosa cells (44), (iii) production of ILs and their 

receptors was demonstrated in both granulosa and theca cells, while maximal production 

occured in preovulatory follicle after gonadotropin action (28); (55). Furthermore, the IL-1β 

gene appeared expressed during the assembly of rat primordial follicles (56). 

In the present study, after 6 days of in-vitro culture, IL-1β (10 and 50 ng/mL) 

contributed in maintaining follicle survival. It is not known by which mechanism IL-1β acts 

to maintain this survival and to stimulate the development of preantral follicles. In mouse pre-

ovulatory follicles, IL-1β suppressed the spontaneous onset of apoptosis in cultured follicles, 

but stimulated nitric oxide (NO) production (57). In contrast, addition of IL-1 receptor 

antagonist eliminated this, confirming receptor mediation. Moreover, addition of NG-

monomethyl-L-arginine, a NO synthase inhibitor, reversed both IL-1β stimulation of NO 

production and suppression of apoptosis, suggesting a mediatory role of NO in these IL-1β 

effects. Taken together, these findings suggest that IL-1β is a survival factor for ovarian 

follicles, its action being partially mediated via NO and cGMP generation (57). In contrast, a 

recent study in mice reported that IL-1β emerges as an important participant in the age-related 

exhaustion of ovarian reserve in mice, possibly by enhancing the expression of inflammatory 

genes and promoting apoptotic pathways (58). IL-1β appeared capable to promote 

proliferation of rat (25) and bovine (59) granulosa cells and to suppress apoptosis of rat 

ovarian follicles (57), and thus is a survival factor for follicles. 

In this work, IL-1β (10 and 50 ng/mL) increased the percentage of developing 

follicles after 6-days culture. Previous studies observed that IL-1β controls the transition of 

follicular cells by facilitating their proliferation and differentiation (28), while it is able to 

modulate steroidogenesis and promote the proliferation of granulosa cells porcine: (60); 

bovine: (61); human: (62). Treatment with IL-1β also stimulated a small increase in the 
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production of cAMP, estrogen, and progesterone in mice, which are essential for growth and 

follicular development (57). In parallel, in caprine, it has been demonstrated that the presence 

of other cytokines, like leukemia inhibitory factor (LIF) is able to improve the activation and 

survival primordial follicles (63). 

Based on our results we suggest that the IL-1 system is an important intraovarian 

regulator in bovine species. Thus, ovarian tissue may be the target site of IL-1 and that 

interaction of this compound with other chemical substances (FSH, TGF-β1, NO) may 

regulate the survival and to stimulate the development of preantral follicles and 

steroidogenesis. Previous studies indicate that IL-1 has an important role in steroidogenesis of 

granulosa cells and theca cells of antral follicles rat: (51); human: (49); (50). In a review 

article, (24) described the important role of ILs and other cytokines in the control of different 

mammalian ovarian functions, such as ovarian cell proliferation, apoptosis, folliculogenesis, 

luteogenesis, oogenesis, release of hormones, response to upstream hormonal regulators, 

fertility and, in some cases, in the development of ovarian disorders.  

A study has shown that interleukin-8 is present in the theca and granulosa of healthy 

and atretic antral follicles in humans and that can be linked to chemokine these follicle atresia 

(Chang et al., 1998). Sarapik et al. (2012) observed that high levels of macrophage 

inflammatory protein 1 alpha (MIP-1α) in ovarian follicles are related to polycystic ovary 

syndrome in women. And that IL-23 and TNF-α expression is associated with endometriosis. 

Runesson et al. (2000) demonstrated the presence of high concentrations of IL-8 in the 

follicular fluid of preovulatory follicles in women. Furthermore, the interleukin is detected in 

the midst of granulosa cell cultures and theca cells. These data provide evidence that IL-8 

may be involved in the stages of follicular development, ovulation and hormonal regulation.  

In conclusion, this study demonstrates protein localization and expression of 

interleukin-1 system members in different follicular compartments and at different follicular 
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stages. Furthermore, at concentrations of 10 and 50 ng/mL, IL-1β promotes activation of 

follicles that had been in-vitro cultured for 6 days. This study opens new prospects for 

examination of the physiological and pharmacological mechanisms underlying the regulation.  
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TABLE 1. Oligonucleotide primers used for PCR analysis of cows cells and tissues. 
 

Target 

gene 
Primer sequence (5´ 3´) 

Sense, 

Anti-

sense 

 

Tm 

 

Position Genbank number 

GAPDH TGTTTGTGATGGGCGTGAACCA 

ATGGCGTGGACAGTGGTCATAA 

s 

as 
55 / 55 

288- 309 

419–440 

GI: 402744670 

(Bos taurus) 

IL-1α CTGAAACAGCCATGGCAACC 

GAAGGACTTCTGATTGAGAGAGA 

s 

as 
57 / 57 

18-37 

160-138 

GI: 27806576 

(Bos taurus) 

IL-1β CTGAAACAGCCATGGCAACC 

TGGATGCAGCTCTTCATCTGT 

s 

as 
60 / 60 

63-82 

180-160 

GI: 27806570 

(Bos taurus) 

IL-1RA CCTGGGAACAAGACCCAGTC 

CTGGGGTTCCATCTGCACTT 

s 

as 
60 / 60 

702-721 

802-783 

GI: 3337109 

(Bos taurus) 

IL-1R1 GATTCCTTCTCTGGAGGCTGATAA 

ACGTGCGGGTGAAACCAG 

s 

as 
60 / 60 

310-333 

379-362 

GI: 332078460 

(Bos taurus) 

IL-1R2 ATCTCAGCCTCACTGGGGTC 

AAGGTGTTGTTGGCTGTCCA 

s 

as 
60 / 60 

834-853 

937-918 

GI: 402746659 

(Bos taurus) 

s: sense; as: anti-sense. Tm: Melting temperature 
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TABLE 2. Relative intensity of immunohistochemical staining for IL-1β, IL-1RA, IL-1RI 

and IL-1RII, and localization of mRNA for IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-1RI and IL-1RII in the 

ovaries of cows. 

 IL-1α IL-1β IL-1RA IL-1RI IL-1RII 

 Structure mRNA Protein mRNA Protein mRNA Protein mRNA Protein mRNA 

Primordial follicle          

     Oocyte ◊ + ◊ - ◊ +  ◊ + ◊ 

     Granulosa ◊ + ◊ + / - ◊ + ◊ + / - ◊ 

Primary follicle          

     Oocyte ◊ + ◊ - ◊ + ◊ + ◊ 

     Granulosa ◊ + + ◊ + / - ◊ +  ◊ + + ◊ 

Secondary follicle          

    Oocyte 
# + + 

# +  + 
# +  + 

# + 
# 

    Granulosa 
# + + + 

# + + 
# +  + 

# + 
# 

    Theca 
# - 

# - 
# - 

# - 
# 

Antral follicle < 3 mm          

    Oocyte + + + + +  + + + + + + + 

    Cumulus + + + + + + + + + + +  + + + + + 

    Mural granulosa +* + + + +* + + + +* + +  +* + + + +* 

    Theca +* + + +* + + +* + + +* + + +* 

Antral follicle >3mm          

    Oocyte + + + + +  + + + + +  + 

    Cumulus + + + + + + + + + + + + + 

    Mural granulosa +* + + + +* + + + +* + + + +* + + + +* 

    Theca +* + + +* + + +* + + +* + + +* 

# Whole follicles; * Follicular wall. ◊ Not has been evaluated 

 (-) absent; (+/-); occasionally found; (+) weak; (++) moderate; (+++) strong immunoreactions 

 

 

 



67 
 

 

Figure 1A-G. IL-1β and IL-1RA immunoreactivity in different follicular categories. (A) 

Primordial follicle, (B) primary follicle, (C) secondary follicle, (D) small antral follicle, (E) 

COC of a large antral follicle, (F) mural granulosa and theca cells from a large antral follicle, 

(G) negative control reaction. O: oocyte; G: granulosa cells; MGC: mural granulosa cells; CC: 

cumulus cells; T: theca cells. Scale bars represent 10 and 40 µm. 
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Figure 2A-G. Interleukin 1-RI and IL-1RII immunoreactivity in different follicular 

categories. (A) Primordial follicle, (B) primary follicle, (C) secondary follicle, (D) small 

antral follicle, (E) COC of a large antral follicle, (F) mural granulosa and theca cells from a 

large antral follicle, (G) negative control reaction. O: oocyte; G: granulosa cells; MGC: mural 

granulosa cells; CC: cumulus cells; T: theca cells. Scale bars represent 10 and 40 µm. 

 



69 
 

 

Figure 3A-E. Protein expression for members interleukin I system: IL-1β and its precursor 

Pro-IL-1 β, IL-1RA, IL-1RI, IL-1RII determined by Western blotting. Total protein levels 

were normalized to the loading control β-actin. 
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Figure 4A-E. Relative expression of mRNA for interleukin I system in bovine preantral 

(secondary) and small antral follicles (<3mm). SEC– secondary follicle; OO – oocyte; CC – 

cumulus cells; FW – follicular wall. Significantly different (P<0.05).  
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Figure 5A-E. Relative expression of mRNA for interleukin I system, in bovine small antral 

follicles. OO – oocyte; CC – cumulus cells; FW – follicular wall. Significantly different 

(P<0.05). 
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Figure 6A-E. Relative expression of mRNA for interleukin I system in bovine large antral 

follicle. OO – oocyte; CC – cumulus cells; FW – follicular wall. Significantly different 

(P<0.05). 
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Figure 7A-E. Relative expression of mRNA for interleukin I system in small (<3mm) and 

large antral follicle (>3mm). OO – oocyte; CC – cumulus cells; FW – follicular wall. 

Significantly different (P<0.05). 
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Figure 8. Histological section of uncultured tissue after staining with hematoxylin and eosin 

(H&E), showing a normal follicle (A) and a degenerated follicle (B). O, oocyte; Nu, nucleus; 

GC, granulosa cells (original magnification ×400). 

 

Figure 9. Percentage (mean ± SEM) of morphologically normal follicles in uncultured control 

tissue (day 0), and in tissue cultured for 6 days in medium containing IL-1β. ∗Differs 

significantly from fresh control follicles. A,B Differences of all the treatments with IL[100] 

(P<0.05). 
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Figure 10. Percentage (mean ± SEM) of primordial follicles in uncultured tissues and in 

tissues cultured for 6 days in medium containing IL-1β. *Differs significantly from control; 

Capital letters represent significant differences among cultivated treatments (P<0.05). 

 

 

 

Figure 11. Percentage (mean ± SEM) of developing follicles in uncultured tissues and in 

tissues cultured for 6 days in medium containing IL-1β. *Differs significantly from control 

(uncultured follicles). Capital letters represent significant differences among cultivated 

treatments (P<0.05). 
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8.CONCLUSÕES GERAIS 

 

 As proteínas para os membros do sistema interleucina 1 são expressas em diferentes 

compartimentos foliculares em ovários bovinos. 

 

 De um modo geral, há uma tendência de aumento na expressão do sistema IL-1 à 

medida em que o folículo se desenvolve. 

 

  A IL-1β (10 ou 50 ng/mL) contribui para a manutenção da percentagem de folículos 

normais e promove a ativação dos folículos primordiais bovinos durante o cultivo de 

tecido ovariano in vitro.  
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9. PERSPECTIVAS 

 

As informações obtidas neste trabalho poderão ser utilizadas para aperfeiçoar a 

elaboração de meios de cultivo capazes de propiciar ótimas condições para um completo 

crescimento folicular durante a fase pré-antral, preservando a viabilidade destas células em 

um longo período de cultivo. Estudos adicionais sobre a interação da IL-1β com outras 

substâncias (hormônios e fatores de crescimento) são necessários para uma melhor 

compreensão da foliculogênese na espécie bovina. Além disso, é necessário a avaliação dos 

efeitos da IL-1β no cultivo de folículos em diferentes estágios de desenvolvimento, bem como 

durante a maturação oocitária. 
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