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RESUMO 

 

A manipulação e cultivo de oócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais é uma 

das principais ferramentas utilizadas atualmente para estudos da foliculogênese inicial e 

resgate de oócitos primários, para cultivá-los in vitro até a maturação. O objetivo deste 

trabalho foi estudar um sistema de cultivo eficiente para a etapa do desenvolvimento 

folicular pré-antral, utilizando IGF-1, EGF e FSH. Foi realizado o cultivo in situ de 

fragmentos de córtex ovariano de ovinos, cultivados por oito dias em αMEM+ 

adicionado de IGF-1, FSH e EGF, isolados e/ou associados. Amostras foram analisadas 

por histologia clássica e imuno-histoquímica (TUNEL), foram mensurados os diâmetros 

foliculares e os folículos classificados em primordiais e em desenvolvimento (primários 

e secundários), em normais/anormais e com ou sem apoptose. As expressões relativas 

de RNAm dos genes relacionados à apoptose, Bcl2, Bax e Caspases 3 e 9, nos 

fragmentos ovarianos, foram avaliadas pela técnica de PCR em tempo real.  O cultivo 

com diferentes concentrações de IGF-1, demonstrou que 50 ng/mL proporcionou maior 

ativação do crescimento dos folículos, comparados às outras concentrações (P < 0,05). 

O IGF-1 associado ao FSH melhorou a ativação folicular, a normalidade dos folículos e 

reduziu a apoptose folicular (P < 0,05). A expressão relativa da Caspase 9 foi reduzida 

(P < 0,05) nos cultivos contendo IGF-1, associado ou não ao FSH, porém não foi 

observada diferença para os outros genes (P > 0,05). Da mesma forma a associação de 

IGF-1 ao EGF com ou sem adição de FSH foi eficiente para melhoria do cultivo in vitro 

de fragmentos ovarianos de ovelhas por 8 dias, seja na qualidade morfológica, quanto 

na redução da apoptose (P < 0,05). Conclui-se que 50 ng/mL de IGF-1 é a concentração 

mais eficaz para o desenvolvimento de folículos pré-antrais cultivados inclusos no 

tecido ovariano ovino, pelo período de 8 dias. A associação de IGF-1 ao EGF ou ao 

FSH são eficientes para melhorar o desenvolvimento dos folículos e reduzir os níveis de 

apoptose nestas condições de cultivo, favorecendo o equilíbrio entre os fatores 

apoptóticos estudados. 

 

Palavras-chave: cultivo in situ, apoptose, gene, ovelha.  

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The manipulation and culture of oocytes included in ovarian preantral follicles is one of 

the main tools currently used for studies of the initial folliculogenesis and rescue of 

primary oocytes, to cultivate them in vitro until maturation. The objective of this 

research was to study an efficient culture system for this stage of follicles, using IGF-1, 

EGF and FSH. Ovarian cortex fragments from sheep, were cultured in situ for eight 

days in αMEM+ added with IGF-1, FSH and EGF, isolated and/or associated. Samples 

were analyzed by classical histology and immunohistochemistry (TUNEL), in order to 

measare follicular diameters and classify follicles as primordial and developing 

(primary and secondary), normal / abnormal and with or without apoptosis. The relative 

mRNA expressions of the apoptosis-related genes, Bcl2, Bax and Caspases 3 and 9 in 

the ovarian fragments were evaluated by the real-time PCR technique. The culture with 

different concentrations of IGF-1, demonstrated that 50 ng/mL provided greater 

activation of follicle growth, compared to the other concentrations (P <0.05). FSH-

associated IGF-1 improved follicular activation, normality, and reduced apoptosis (P 

<0.05). The relative expression of Caspase 9 was reduced (P <0.05) in cultures 

containing IGF-1, associated or not to FSH, but no difference was observed for the 

other genes (P> 0.05). Likewise, the association of IGF-1 to EGF with or without FSH 

addition was efficient for improving the in vitro culture of ovarian sheep fragments for 

8 days, either in morphological quality or in the reduction of apoptosis (P <0.05 ). It is 

concluded that 50 ng/ml of IGF-1 is the most effective concentration for the 

development of cultured preantral follicles included in ovary ovarian tissue, for 8 days. 

The association of IGF-1 to EGF or FSH is efficient to improve the development of 

follicles and reduce the levels of apoptosis in these culture conditions, favoring the 

balance between the studied apoptotic factors. 

 

Key words: in situ culture, apoptosis, gene, sheep. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVAS 

 

 O ovário é um órgão que fornece um ambiente adequado para a produção de 

várias substâncias, como fatores de crescimento e hormônios, além de liberar os 

gametas femininos para o processo de reprodução dos animais (JOHNSON, 2003; 

APOLONI et al., 2016). Porém, apesar do grande número de folículos presentes nos 

ovários, cerca de 99,9% não chega à ovocitação por sofrer um processo de atresia 

durante seu crescimento e maturação (MARKSTROM et al., 2002). Embora esse 

processo leve a perda de vários folículos, isto é um evento crucial para a manutenção da 

homeostase dos ovários de mamíferos, o qual assegura a ciclicidade animal 

(AMSTERDAM et al., 2003).  

 O processo de apoptose é uma forma de morte celular programada onde podem 

ser observadas alterações morfológicas em consequência de uma cascata de eventos 

moleculares e bioquímicos geneticamente regulados (SARASTE; PULKKI, 2000). Esse 

processo é mediado por mecanismos ativos de fatores intrínsecos e extrínsecos 

(JOHSTONE et al., 2002), tais como estresse oxidativo, ativação de genes promotores 

da apoptose, danos ao DNA, citocinas, proteínas de revestimento viral, ou retirada de 

fatores de crescimento celular (JOHNSON, 2003). 

 Os folículos ovarianos sofrem o processo de atresia em todas as fases de 

desenvolvimento devido a apoptose ou necrose (CHEN et al., 2005). Em folículos pré-

antrais, a atresia é mais comumente observada no oócito. No entanto, durante as fases 

avançadas de desenvolvimento, isto ocorre tanto no oócito como nas células da 

granulosa (SILVA et al., 2002).Várias substâncias podem influenciar a decisão de morte 

celular durante os diferentes estágios foliculares, como fatores endócrinos (Folículo 

Hormônio Estimulante - FSH e Hormônio Luteinizante - LH) e fatores parácrinos (Kit 

Ligand - KL, Fator de Crescimento Semelhante à Insulina-1 - IGF-1, o Fator de 

Crescimento Epidérmico - EGF, Fator de Crescimento de Fibroblastos-2 - FGF-2, Fator 

de Crescimento Endotelial Vascular - VEGF, e ativina).  

 Além disso, existem vários fatores pró-apoptóticos (proteína X associada ao Bcl-

2 (Bax), receptor de superfície envolvido na ativação da apoptose (FAS), proteína 

citoplasmática de peso molecular 53kDa (p53) e cisteíno proteases de ácido aspártico 

(caspases)) e anti-apoptóticos (Linfoma 2 de célula B de leucemia linfoide crônica (Bcl-

2) e survivina) (FUJINO et al., 2008; PRU et al., 2009).  
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 Diversos trabalhos vêm tentando desenvolver um sistema de cultivo in vitro 

capaz de manter a viabilidade, bem como promover o crescimento de folículo ovariano 

pré-antral (FOPA), uma vez que o cultivo dessa classe folicular resultaria no 

fornecimento de milhares de oócitos viáveis, aumentando o rendimento da produção in 

vitro (PIV) (RODRIGUES, 2010). Apesar dos estudos já realizados com cultivo in vitro 

de FOPA, poucos foram realizados na espécie ovina (ARUNAKUMARI et al, 2007, 

LUZ et al., 2012), já em caprinos, o cultivo de folículos pré-antrais e antrais tem sido 

largamente estudado e demonstrado a viabilidade do sistema in vitro para produção de 

oócitos viáveis (RODRIGUES et al., 2010, DUARTE et al. 2012, MAGALHÃES et al., 

2012). 

 Estudos já demonstraram que o cultivo de folículos é influenciado pelo tipo de 

meio e os suplementos utilizados, incluindo fatores de crescimento e hormônios, que 

podem estimular o crescimento in vitro ou desencadear a morte celular (RODRIGUES 

et al., 2010). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento e a 

apoptose de folículos pré-antrais ovinos cultivados in situ, com suplementação de 

fatores de crescimento. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O ovário mamífero 

 

 O ovário de vertebrados é constituído pelas regiões cortical e medular. A região 

cortical contém folículos ovarianos em diferentes estágios de desenvolvimento 

dependendo da fase do ciclo estral, bem como corpos lúteos, álbicans e hemorrágicos 

(Figura 1). A região medular é localizada na porção mais interna do ovário, com 

exceção dos equídeos, sendo constituída por tecido conjuntivo (fibroblastos, 

fibronectina e fibras colágenas do tipo I e II), nervos e sistemas vasculares responsáveis 

pela nutrição e sustentação do ovário (GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2013). 

 O ovário desempenha uma função endócrina, responsável pela produção e 

liberação de hormônios esteroides e diversos peptídeos e uma função exócrina ou 

gametogênica, responsável pela produção e liberação de oócitos (HAFEZ, 2004), a qual 

é exercida pela interação de dois fenômenos que ocorrem no ovário, a oogênese e a 

foliculogênese (SAUMANDE, 1991; GUERREIRO et al., 2015).  

Figura 1. Ilustração do aspecto morfológico do ovário contendo folículos em 

maturação, nas fases foliculares, ovulação e luteínica. Fonte: Adaptado de Raff; 

Levitzky (2012) 

 

2.2 Oogênese 
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 A oogênese é um conjunto de processos que compreende o desenvolvimento e a 

diferenciação das células germinativas primordiais (CGP) da fêmea até a fecundação. 

Inicia-se antes do nascimento e somente alguns ovócitos conseguem completar seu 

desenvolvimento meses ou anos mais tarde, ou seja, quando o animal atinge a 

puberdade e após a fecundação (FIGUEIREDO et al., 2008). 

 Durante o início do desenvolvimento embrionário, ocorre a migração das CGP 

do saco vitelínico para a região das gônadas primitivas (VAN DEN HURK; ZHAO, 

2005). Em seguida, as CGP multiplicam-se e transformam-se em ovogônias, as quais 

possuem uma alta atividade mitótica e transcricional (EPPIG et al., 2004). Então, ocorre 

a replicação do DNA das ovogônias, tornando-se oócitos primários. Estes começam a 

primeira divisão meiótica, passando pelos estádios da prófase I (leptóteno, zigóteno e 

paquíteno), permanecendo no estádio de dictióteno ou vesícula germinativa até a 

puberdade (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).  

 Neste período, o pico do Hormônio Luteinizante (LH) induz o oócito a retomar a 

meiose e então, ocorre o rompimento da vesícula germinativa, progressão para metáfase 

I, anáfase I e telófase I, liberação do primeiro corpúsculo polar e formação do oócito 

secundário. Inicia-se a seguir a segunda divisão meiótica, em que o núcleo do oócito 

evolui até o estádio de metáfase II, quando ocorre a segunda interrupção da meiose 

(VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). O oócito permanece neste estádio até ser 

fecundado pelo espermatozoide, quando então, completa a meiose e libera o segundo 

corpúsculo polar, formando o óvulo (SILVA et al., 2004). 

 

2.3 Foliculogênese  

 

 Ao processo de formação, crescimento e maturação dos folículos ovarianos dá-

se o nome de foliculogênese. Este processo inicia-se ainda na vida intra-uterina, na 

maioria das espécies, com a formação do folículo primordial e culmina com o estágio de 

folículo pré-ovulatório (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). 

 O folículo é considerado a unidade morfofuncional do ovário, proporcionando 

um ambiente ideal para o crescimento e maturação do oócito, além de produzir 

hormônios e peptídeos (CELESTINO et al., 2009). O folículo é composto por um oócito 

circundado por células somáticas (granulosa e tecais) e, durante a foliculogênese, sua 

morfologia é alterada uma vez que o oócito cresce e as células da granulosa 

circundantes se diferenciam (FIGUEIRDO et al., 2008). 
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 Os folículos podem ser classificados em pré-antrais (primordiais, primários e 

secundários) e antrais (terciários e pré-ovulatórios) (Figura 2). Os folículos primordiais 

representam a grande maioria dos folículos presentes no ovário (95%) e encontram-se 

quiescentes (FORTUNE et al., 2003, KIM, 2012).  

 Tais folículos contêm um oócito circundado por uma única camada de células da 

pré-granulosa com morfologia pavimentosa. A transição do estádio primordial para 

primário pode ser prolongada e folículos com células da granulosa de morfologia 

pavimentosa e cúbica são frequentemente observados, sendo classificados por alguns 

autores como folículos de transição (FORTUNE et al., 2003).  

 

Figura 2 – Imagem ilustrativa da organização e estrutura dos folículos presentes no 

ovário. Notar a sequência evolutiva desde os folículos primordiais até a formação da 

cavidade antral e ovulação. Fonte: adaptada de Georges et al., (2014). 

 

 Os folículos primários, por sua vez, contêm uma única camada de células da 

granulosa com morfologia cúbica circundando o oócito e, a partir desse estádio, o oócito 

passa a manter um estreito contato com essas células mediado por endocitose, acredita-

se dessa forma que as trocas de nutrientes entre oócito com as células da granulosa 

ocorra por pinocitose (FIGUEIREDO et al., 2008).  

 Com o crescimento dos folículos primários, ocorre a proliferação das células da 

granulosa e o crescimento do oócito, sendo formados os folículos secundários. Tais 
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folículos são caracterizados por duas ou mais camadas de células da granulosa cúbicas 

ao redor do oócito (FIGUEIREDO et al., 2008).  

 O desenvolvimento desses folículos, inicia-se a formação da zona pelúcida, bem 

como a formação das células da teca interna e externa a partir do estroma intersticial 

(VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). É importante salientar que as proteínas para 

formação da zona pelúcida começam a ser sintetizadas a partir do início do crescimento 

dos folículos primordiais, mas tornam-se claramente visíveis em folículos secundários 

(MATOS et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2008). 

 Com o crescimento dos folículos secundários e organização das células da 

granulosa em várias camadas, ocorre a formação de uma cavidade repleta de líquido 

denominada antro. A partir deste estádio, os folículos passam a ser denominados antrais. 

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

aumento da vascularização folicular e permeabilidade dos vasos sanguíneos (VAN DEN 

HURK E ZHAO, 2005; SILVA et al., 2016).. 

  O desenvolvimento dos folículos antrais é caracterizado por uma fase de 

crescimento, recrutamento, seleção e dominância sendo a formação de folículos pré-

ovulatórios um pré-requisito para a ovulação e formação do corpo lúteo (VAN DEN 

HURK E ZHAO, 2005; SILVA et al., 2016). 

 

2.4 Atresia folicular 

 

 Os folículos ovarianos pré-antrais representam 90% da população folicular (dos 

quais 95% são folículos primordiais) e são responsáveis pela renovação contínua de 

folículos antrais no ovário (FIGUEIREDO, 1995). Entretanto, a grande maioria dos 

folículos ovarianos pré-antrais (99,9%) não chegam até a ovulação, pois sofrem um 

processo conhecido por atresia folicular, fazendo com que o desenvolvimento de 

folículo pré-ovulatório, a partir de um folículo primordial, seja um evento biológico raro 

(FIGUEIREDO, 1995). 

 Vários são os fatores que podem influenciar o processo de atresia, como idade, 

ciclo reprodutivo, gestação, lactação, hipofisectomia, ovariectomia unilateral, 

hormônios, nutrição e isquemia (CELESTINO et al., 2009).  E processo de atresia pode 

ocorrer por via degenerativa e/ou apoptótica (CELESTINO et al., 2009). 

 

2.4.1 Atrseia folicular por degeneração 
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 A degeneração é considerada uma forma não programada de morte celular e é 

iniciada devido a algum estímulo circunstancial resultando na rápida quebra da 

homeostasia celular. Geralmente, a degeneração é iniciada por mecanismos não 

celulares como isquemia, deficiência de níveis de ATP, trauma, levando a danos 

irreversíveis na célula (MAO et al., 2004). Alguns trabalhos têm sugerido que além 

dessas causas, mecanismos “ativos” como uma sobrecarga de Na+, acúmulo de Ca2
+
 e 

mudanças na permeabilidade da mitocôndria podem também participar e levar ao 

processo necrótico (MAO et al., 2004).  

 Em condições in vitro, especialmente durante a conservação, ocorre alteração no 

fornecimento de oxigênio e nutrientes para o ovário. Nesta situação, a isquemia pode ser 

uma das principais causas do desencadeamento da morte folicular por degeneração 

(BAR-JOSEPH et al., 2010).  

 

2.4.2 Atresia folicular por apoptose 

 

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

geneticamente determinado, ou seja, depende do balanço de genes pró e anti-

apoptóticos, e é observada nos folículos ovarianos durante toda a vida, incluindo a fase 

pré-natal. Sendo geralmente mediada por mecanismos intrínsecos, podendo também ser 

influenciada por fatores extrínsecos (CELESTINO et al., 2009). 

  Dentre os fatores que podem levar a apoptose destacam-se o estresse oxidativo, 

irradiação, danos no DNA, citocinas, proteínas virais, deficiência de fatores de 

sobrevivência da célula e ativação de genes promotores de apoptose (CELESTINO et 

al., 2009; SILVA et al., 2016).  

 Os eventos de morte celular ocorrem pela via intrínseca ou mitocondrial em sua 

grande maioria (GREEN E KROEMER, 2004). Sendo a cascata de sinalização da 

apoptose por essa via, geralmente ativada por proteínas pró-apoptóticas da família   da 

Bcl-2 (HENGARTNER, 2000). 

 O início, execução e regulação da apoptose envolvem vários fatores bioquímicos 

e as caspases possuem um papel central como sinalizador da apoptose. Elas são 

membros da família de proteinases cisteínicas com especificidade para ligações 

peptídicas envolvendo o aspartato. São expressas como pró-enzimas e são 
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proteoliticamente processadas para a sua forma ativa após estímulo apoptótico 

(STRASSER et al., 2000). 

 

2.4.2.1 Família Bcl-2 

 

 As proteínas da família Bcl-2 se envolvem em uma rede complexa de interações 

heterodiméricas que coletivamente fazem decisões de vida e morte para a célula 

(VOLKMANN et al., 2014). Os membros da família anti-apoptótica (por exemplo, Bcl-

2 e  linfoma de células B – isoforma longa- Bcl-XL) protegem a célula contra estímulos 

apoptóticos, enquanto proteínas pró-apoptóticas (Proteína X associada ao Bcl2- Bax e  

proteína pró-apoptótica -Bak - uma ou outra é necessária para apoptose) matam 

ativamente a célula induzindo a permeabilização da membrana externa mitocondrial ( 

VOLKMANN et al., 2014). Suas funções são reguladas por uma terceira classe de 

membros da família Bcl-2, ao domínio de homologia 3 ao Bcl-2  (BH3) 

(GAVATHIOTIS et al., 2010). 

 Já está bem estabelecido que as proteínas da família Bcl-2 são os reguladores 

centrais da via mitocondrial intrínseca de células apoptóticas. Embora muitos tipos de 

estresse possam induzir apoptose através de diversas vias de sinalização, esses sinais 

geralmente convergem na membrana externa mitocondrial, onde o destino das células é 

finalmente decidido (VOLKMANN et al., 2014). 

 As proteínas da família BCL-2 podem ter funções em locais não mitocondriais 

(por exemplo, o retículo endoplasmático). No entanto, talvez os papéis mais 

proeminentes dessas proteínas sejam promover ou inibir a permeabilização da 

membrana externa mitocondrial, regulando a via mitocondrial para a apoptose 

(CHIPUK E GREEN, 2008; LEBER et al., 2010; MARTINOU E YOULE, 2011). 

  A permeabilização da membrana externa mitocondrial  induzida por Bax e 

Bak permite que as proteínas citotóxicas escapem do espaço intermembranar 

mitocondrial para o citoplasma, levando à ativação da caspase e à apoptose. Essa 

permeabilização também leva a disfunção mitocondrial progressiva, que causa depleção 

de energia e morte celular, mesmo quando as caspases são inativas. Isso significa que as 

células podem se recuperar desta situação apenas em circunstâncias excepcionais ( 

FERRER et al., 2012; VOLKMANN et al., 2014) .   

 Mesmo nos casos em que a apoptose é iniciada pela ligação de receptores de 

morte, através da via extrínseca, os sinais geralmente requerem amplificação pela via 
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mitocondrial. Assim, a permeabilização da membrana externa mitocondrial é 

freqüentemente o evento decisivo que precede a morte celular (VOLKMANN et al., 

2014). 

É sabido que a Bcl2 interage com a Bax impedindo a sua oligomerização e, 

assim, bloqueando a apoptose (YOULE E STRASSER, 2008).  E que a função e ação 

da proteína Bax são reduzidas na presença da proteína Bcl-2 pela formação do 

heterodímero Bax-Bcl-2, portanto, é de extrema importância a análise da razão Bcl-

2/Bax, uma vez que se a presença de Bcl-2 for elevada em relação à Bax, a formação de 

heterodímeros pode estar aumentada, impedindo que a Bax atue estimulando indução a 

apoptose (CATZ E JOHN, 2003; REED, 2002).  

 

2.4.2.2 Caspases  

 

 Já foram identificadas 14 diferentes caspases em mamíferos (BOATRIGHT E 

SALVENSEN, 2003). Basicamente, as caspases  são constituídas por um segmento N-

terminal, também designado por pró-domínio (longo nas caspases iniciadoras-p20 e 

curto nas caspases efetoras-p10) e por duas subunidades, uma longa e uma curta, que 

possuem as sequências que participam no domínio catalítico (SAMBADE, 2005). 

 De acordo com a sua estrutura (Figura 3) e o seu papel na apoptose, as caspases 

podem ser classificadas em:  

Caspases iniciadoras da apoptose: caspases que possuem pró-domínios longos, 

encontrando-se envolvidas na iniciação da cascata proteolítica. Incluem as que 

pertencem ao domínio efetor de morte (DED), caspases -8 e -10, e as caspases do 

domínio de ativação e recrutamento (CARD), caspases -2 e -9 que vão mediar a 

interação na direção das moléculas adaptadoras (SAMBADE, 2005). 

Caspases efetoras/executoras da apoptose: incluem as caspases -3, -6 e -7, 

constituindo caspases que possuem pró-domínios curtos ou inexistentes, responsáveis 

por darem continuidade ao processo apoptótico através da clivagem de substratos 

celulares, após ativação por parte das caspases iniciadoras (RUPNARAIN et al., 2004; 

JIN E EL-DEIRY, 2005). 

Caspases inflamatórias: incluem as caspases-1, -4, -5, -11, -12, -13 e -14, 

encontrando-se envolvidas na inflamação e a sua contribuição na apoptose permanece 

não esclarecida (BOATRIGHT E SALVENSEN, 2003).  
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 Uma vez ativadas, as caspases efetoras clivam aproximadamente cerca de 400 

substratos, incluindo proteínas envolvidas na estrutura do citoplasma, proteínas 

reguladoras dos sinais de transdução e transcrição, componentes controladores do ciclo 

celular e proteínas envolvidas na replicação e reparação do DNA (FISHER et al., 2003). 

  Para muitos dos substratos identificados, as consequências funcionais da sua 

clivagem são desconhecidas e têm sido simplesmente inferidas nas suas normais 

funções. Em outros casos, a proteólise de determinados componentes pode ser 

associada a alterações morfológicas discretas (FISHER et al., 2003). 

 

 

Figura 3. Classificação das caspases nos mamíferos e respectiva representação do 

domínio efetor de morte (DED) e do domínio de ativação e recrutamento (CARD). L e 

C correspondem às subunidades longa e curta, existentes em todas as caspases. Fonte: 

adaptado de Jin e El-Deiry, (2005). 

 

2.4.2.3 Métodos para detecção da apoptose 
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 Uma vez que a apoptose ocorre através de uma cascata muito bem regulada de 

eventos, existem muitas possibilidades para medir a atividade destes reguladores ou as 

consequências funcionais da sua ação. Um grande número de ensaios para deteção e 

contagem de células apoptóticas tem sido desenvolvidos, no entanto, todos eles 

apresentam as suas vantagens e desvantagens (OTSUKI et al., 2003; SCHULZE-

OSTHOFF, 2008) (Figura 4).  

 

          

Figura 4. Métodos para detecção da apoptose. A apoptose pode incluir ativação das 

caspases, fragmentação do DNA, assim como alterações na membrana plasmática e nas 

mitocôndrias, alterações citomorfológicas, entre outras, podendo ser avaliada por vários 

métodos em culturas celulares ou biópsias teciduais. Fonte: adaptado de Schulze-

Osthoff, (2008). 

  

 Por exemplo, determinadas características da apoptose podem surgir apenas 

transitoriamente, enquanto outras podem sobrepor-se parcialmente com a necrose. Mais 

ainda, alguns métodos podem ser mais adequados para culturas celulares mas 

inapropriados para detectar apoptose em secções de tecidos. Por este motivo, a escolha 

dos métodos de detecção de apoptose em células, tecidos ou órgãos deve ser sempre 

bem estudada, avaliando-se de forma prévia as vantagens e os inconvenientes 

associados a cada método (OTSUKI et al., 2003). 

 Das várias técnicas disponíveis para deteção da apoptose em tecidos, muitos 

investigadores recomendam o método TUNEL, o qual se baseia na marcação de 

produtos endonucleossômicos resultantes da fragmentação do DNA (TAYLOR et al., 

2008). Outros métodos histoquímicos também disponíveis incluem a deteção do 
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citocromo c, libertado da mitocôndria, ou a deteção das proteínas pró- e anti-

apoptóticas, Bax e Bcl-2, envolvidas nos mecanismos intrínsecos da apoptose. A 

marcação de produtos específicos resultantes da clivagem de proteínas alvo das 

caspases, tem sido considerada uma abordagem relevante (TAYLOR et al., 2008). 

 

2.5 Cultivo in vitro de folículos pré antrais 

 

 O cultivo in vitro de folículos pré-antrais é uma técnica que vem sendo 

largamente empregada com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substâncias, em 

diferentes concentrações e em diferentes fases do desenvolvimento folicular, a fim de 

mimetizar in vitro os eventos que ocorrem in vivo no ovário durante a foliculogênese 

(ovário artificial) (FORTUNE, 2003). Nas últimas duas décadas, vários sistemas de 

cultivo foram desenvolvidos e os resultados são dependentes do tipo de meio, sistema 

de cultivo utilizado e da espécie animal empregada para os estudos (FORTUNE, 2003; 

APOLONI, et al., 2016). 

 Diferentes sistemas de cultivo têm sido desenvolvidos visando estudar os fatores 

que controlam a foliculogênese, bem como promover o crescimento e a maturação 

oocitária associados com a multiplicação e diferenciação das células da granulosa 

(FORTUNE, 2003).  

 Em roedores, a pequena dimensão dos ovários possibilita o cultivo do órgão 

inteiro, o que tem sido bastante útil para o estudo da foliculogênese inicial em pequenos 

mamíferos (FORTUNE, 2003). O’Brien et al. (2003) obtiveram grande sucesso com a 

ativação de folículos primordiais in vitro e este modelo tem sido utilizado por diferentes 

grupos de pesquisadores.  

 Por outro lado, em animais domésticos de médio e grande porte, devido às 

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

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

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

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

al., 1997) e humanos (HOVATTA et al.,1997). Este tipo de cultivo tem a vantagem de 

manter o contato celular e facilitar a perfusão do meio para o tecido ovariano 

(APOLONI et al., 2016).  

 Apesar do cultivo in situ proporcionar a manutenção da integridade 

tridimensional dos folículos e a interação destes com células do estroma, o cultivo de 
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folículos isolados é atualmente o mais utilizado, já que permite o monitoramento 

individual dos folículos durante todo o período de cultivo (ABIR et al., 2006; SILVA et 

al., 2016).  

 Com relação aos avanços obtidos com o cultivo folicular, foi verificada a 

formação de antro após o cultivo in vitro de folículos secundários de bovinos 

(GUTIERREZ et al., 2000), ovinos (CECCONI et al., 1999) e caprinos (SILVA et al., 

2009).  

 Para suínos, folículos secundários crescidos in vitro chegaram até a ovulação e 

tiveram seus oócitos fecundados in vitro (HIRAO et al., 1994). Os melhores resultados 

do cultivo folicular foram obtidos em roedores, sendo observada a obtenção de crias 

viáveis a partir do cultivo de oócitos provenientes de folículos pré-antrais de 

camundongas, nos quais o oócito adquiriu competência para maturação, fertilização e 

desenvolvimento embrionário. Tal crescimento foi obtido através de dois sistemas de 

cultivo: (1) cultivo de ovários inteiros para obtenção da transição de folículo primordial 

para primário e (2) isolamento e posterior cultivo de folículos primários e secundários 

(SILVA et al., 2009; CELESTINO et al., 2011; MAGALHÃES et al., 2012).   

 Para melhor compreender o papel de hormônios e fatores de crescimento em 

ovários mamíferos, além do cultivo in vitro, é importante quantificar e identificar o 

local de produção de cada substância envolvida nas diferentes etapas do 

desenvolvimento folicular. Atualmente diferentes técnicas podem ser empregadas para 

análise da expressão de proteínas e receptores envolvidos na foliculogênese antes e 

depois do cultivo, constituindo um importante instrumento de estudo da foliculogênese 

(SILVA et al., 2016). 

 

2.6 Importância da composição do meio sobre o desenvolvimento folicular in vitro  

 

 O estabelecimento de um meio de cultivo ideal é outro ponto crucial para o 

desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente (FIGUEIREDO et al., 2008). 

Inúmeros estudos in vitro têm demonstrado que diferentes fatores podem influenciar o 

crescimento dos FOPA e subsequente maturação oocitária, como o uso de meios de 

cultivo simples (MAO et al., 2002) ou complexos (MAO et al., 2004), contendo 

suplementos (METOKI et al., 2008), hormônios (FORTUNE, 2003) e fatores parácrinos 

e autócrinos (GUTIERREZ et al., 2000).  
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 Além disso, outra preocupação, por parte dos pesquisadores que visam o 

desenvolvimento de FOPA in vitro, é a adição ao meio de cultivo de substâncias que 

controlem a formação de radicais livres produzidos durante as reações metabólicas 

normais (APOLONI et al., 2016). 

 Assim, diversos autores têm investigado o efeito de vários componentes no 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais, tanto de animais de laboratórios como animais 

domésticos (vacas, cabras e ovelhas). Substâncias como soro fetal, FSH, 17β-estradiol, 

EGF, FGF, ativina, insulina e Fator de Crescimento Semelhante à Insulina (IGF) são 

largamente utilizadas (FIGUEIREDO et al., 2008; SILVA et al., 2016). 

 

2.6.1 Hormônio Folículo Estimulante (FSH) 

 

 Especificamente no ovário, o mecanismo de ação do FSH é mediado por 

receptores FSH-R, localizados no oócito (MÉDURI et al., 2002), bem como nas células 

da granulosa (GUDERMANN; NÜRNBERG; SCHULTZ, 1995). Após a ligação do 

FSH com seu receptor, inicia-se uma cascata de reações intracelulares que pode suscitar 

diversas respostas celulares (HUNZICKER-DUNN; MAIZELS, 2006), tais como a 

proliferação celular, síntese de hormônios esteróides, bem como a expressão de diversos 

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

 Já está bem estabelecida a importância do FSH para o desenvolvimento de 

folículos ovarianos avançados, isto é, na fase antral (YU et al., 2003). No entanto, 

estudos têm demonstrado que o FSH, também exerce um papel significativo no 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais (FORTUNE, 2003). Durante o cultivo 

in vitro de folículos pré-antrais bovinos, a adição de FSH ao meio de cultivo, além de 

aumentar o diâmetro folicular (HULSHOF et al., 1995) e os níveis de progesterona e 

estradiol (WANDJI et al., 1996), melhorou as taxas de sobrevivência folicular.  

 Nesta mesma espécie, Gutierrez et al. (2000), observaram que o FSH promoveu 

o crescimento de folículos secundários e aumentou as taxas de formação de antro após 

28 dias de cultivo. Em caprinos, a adição de FSH ao meio de cultivo de folículos pré-

antrais inclusos em tecido ovariano foi responsável pela preservação da viabilidade 

folicular, aumento do diâmetro folicular, bem como pela manutenção da integridade 

ultraestrutural dos folículos após sete dias de cultivo (MATOS et al., 2007).  

 Em outro estudo, foram avaliados os efeitos do pFSH (Stimufol
®
 versus 

Folltropin
®
) sobre a sobrevivência e o crescimento in vitro de folículos pré-antrais 
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caprinos cultivados também por 7 dias. Os resultados mostraram que as preparações de 

FSH afetaram de diferentes formas os folículos pré-antrais caprinos cultivados in vitro. 

O Folltropin
®
 foi mais eficiente em promover o crescimento folicular (MAGALHÃES 

et al., 2009).  

 

2.6.2 Fator de crescimento semelhante a insulina- 1 (IGF-1)  

 

 O IGF-1 é um peptideo com 70 aminoácidos e massa molecular de 7649 kDa  

(LARON, 2001) . Este fator pertence ao sistema IGF que é composto pelos ligantes 

IGF-I e IGF-II, pelos receptores do tipo I e II (IGFR-I e IGFR-II) e pelas seis proteínas 

de ligação de IGF (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, e -6) (RUBIN E BASERGA, 1995). A 

regulação da ação do sistema IGF é bastante complexa e envolve as IGFBPs, incluindo 

a IGFBP2, IGFBP4 e IGFBP5, bem como as PAPPA (proteína plasmática A associada à 

gravidez). As PAPPAs são proteases que atuam nas IGFBPs (SILVA; FIGUEIREDO; 

VAN DEN HURK, 2009), promovendo sua quebra e liberando o IGF-I bioativo 

(SPICER, 2004). 

 A biodisponibilidade do IGF é regulada pela família das IGFBPs, as quais se 

ligam ao IGF-1 e -2 com alta afinidade, inibindo ou potencializando a ação dos 

mesmos. As IGFBPs ( de 1 a 6) estão presentes em todos os fluídos biológicos (GENC 

et AL., 2011) e podem inibir a ação do IGF por sequestro desde que sua afinidade com 

IGF seja proporcional ao do receptor 1 (MONGET et al., 2002) 

 O IGF-1 está relacionado a sobrevivência celular, protegendo as células  da 

apoptose. A principal via anti-apoptótica ativada pelo IGF-1 é a fosfatidilinositol 3-4-5- 

trifosfato (PI3K) / proteinase quinase B (Akt) (BRUNET et al., 1999). A importância 

desta proteína Akt foi comprovada em estudos onde a ausência desta molécula inibiu o 

efeito anti-apoptótico do IGF-1, sendo a apoptose celular induzida tanto pelo fator de 

necrose tumoral (TNF) quanto pelo receptor de superfície envolvido na ativação da 

apoptose (Fas ligante) ( BOLDIN et al.,1996; MUZIO et al., 1996). Além disso, o IGF-

1 inibe a ação de proteínas pró-apoptóticas como a caspase-1 (JUNG et al., 1996), Bax 

(MANI et al., 2010) e Bak (CHENG et al., 2013).  

 Outras vias anti-apoptóticas ativadas pelo IGF-1 vêm sendo sugeridas, como a 

proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e a ativação da proteína serina/ treonina 

quinase 1  (Raf-1) (SETO-YOUNG et al., 2011). A MAPK é translocada para o núcleo 
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e ativa os genes que iniciam a progressão do ciclo celular e/ou sobrevivência 

(KHOKHLATCHEV et al., 1998). 

 O sistema formado pelos fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGF) e 

IGFBPs exercem importantes funções no controle do desenvolvimento folicular e 

atresia em animais domésticos (MONGET et al., 2002).  O IGF aumenta a proliferação 

de células da granulosa, a esteroidogênese e o crescimento do oócito (SILVA et al., 

2008; LUZ et al., 2015). Além disso, ambos receptores de IGF estão presentes em 

células da granulosa de folículos primários, secundários e antrais (LEITÃO et al., 2009; 

MAGALHÃES et al., 2012).  

 As IGFBPs atuam na regulação do desenvolvimento folicular, onde seus níveis 

se alteram no decorrer da foliculogênese, modulando a ação dos IGFs e, as ações das 

gonadotrofinas (MONGET et al., 1989).  

 Após a ovulação, o sistema IGF pode estar envolvido na manutenção e na 

regressão do corpo lúteo. Estudos demonstraram um efeito regulatório do LH sobre a 

expressão do mRNA que codifica o IGF-1 em corpo lúteo de ovinos (HASTIE; 

HARESIGN, 2006). A proteína e o mRNA para IGF-1 são expressos em todas as 

categorias foliculares, mas as células da granulosa e da teca de folículos antrais são as 

principais responsáveis pela produção de IGF-1 nesta categoria folicular, na espécie 

caprina (SILVA et al., 2007).  

 O meio de cultivo acrescido de IGF-1 (100 ng/mL), mantém a sobrevivência dos 

oócitos e estimula o crescimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos 

(MAGALHÃES et al., 2012). Ainda nesta espécie, o IGF-1 estimula o crescimento de 

oócitos de folículos pré-antrais, tendo sua ação reforçada pelo fator de crescimento 

epidermal (EGF) (ZHOU; ZHANG, 2005).  

 Em equinos, o aumento dos níveis de IGF-1 está associado ao aumento da 

esteroidogênese em folículos em desenvolvimento (SOUZA et al., 2002). Pesquisas 

demonstraram que a adição de IGF-1 ao meio de cultivo de grandes folículos 

secundários promove o aumento da incidência de dominância folicular e ovulação em 

caprinos (GINTHER et al., 2008; MAGALHÃES et al., 2012).  

 

2.6.3 Fator de crescimento epidermal (EGF) 

 

 Os fatores de crescimento, pertencentes à família EGF, que participam do 

controle da foliculogênese são: o próprio EGF, o fator de crescimento transformante-α I 
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(TGF- α I), o fator ligante de heparina semelhante ao EGF (HB-EGF), a anfiregulina, a 

betacelulina e a epiregulina (PENG et al., 2010; ZHANG et al., 2010).  

 O EGF é uma proteína de 6 kDa que tem sido demonstrada no oócito e em 

células da granulosa de folículos pré-antrais e antrais suínos, enquanto que o RNAm 

para EGF tem sido demonstrado, nesta espécie, em ovócitos e células da granulosa de 

folículos antrais (LEITÃO et al., 2009). Estudos demonstraram que o EGF é expresso 

em todos os estádios de desenvolvimento folicular, no corpo lúteo e no epitélio da 

superfície ovariana de caprinos (SILVA; VAN DEN HURK; FIGUEIREDO, 2006; 

CELESTINO et al., 2011).  

 A ação do EGF nos folículos ovarianos é mediada por um receptor presente na 

membrana celular, ErbB1, que pertence à superfamília ErbB. Este receptor de EGF 

(EGF-R) funciona como receptor de, pelo menos, seis diferentes membros da família 

EGF: o próprio EGF, TGF-α, HB-EGF, anfiregulina, betacelulina e epiregulina (RIESE, 

et al., 1998).  

 O RNAm e a proteína para o EGF-R têm sido identificados em oócitos e células 

da granulosa de folículos pré-antrais e antrais de caprinos (SILVA; VAN DEN HURK; 

FIGUEIREDO, 2006), suínos (SINGH; RUTLEDGE; ARMSTRONG, 1995) e 

humanos (QU et al., 2000). Todas essas evidências sugerem que o EGF exerce um papel 

central no controle da atividade ovariana em mamífero (CHUNG E GE, 2012).  

 O EGF também reduz os níveis de atresia em folículos pré-antrais bovinos 

cultivados in vitro (LEITÃO et al. 2009). Além disso, o EGF tem estimulado a 

maturação oocitária em folículos antrais ovinos (GULER et al., 2000), a expansão das 

células do cúmulus em camundongos (PARROTT et al., 1994). Por outro lado, 

experimentos in vivo sugerem um possível papel do EGF na indução de atresia 

(LEITÃO et al. 2009).  

 O efeito do EGF na indução de atresia em condições fisiológicas é questionável, 

pois um efeito antiapoptótico do EGF tem sido demonstrado durante o cultivo de células 

da granulosa de folículos pré-ovulatórios de ratas (TILLY et al., 1992). Além disso, o 

EGF pode atuar localmente no ovário controlando a ação de FSH e LH, pois alguns 

estudos mostraram que o EGF inibe a produção de receptores de LH 

(HASTIE;HARESIGN , 2006)  e aumenta a expressão de receptores de FSH 

(LUCIANO et al., 1994) 
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2.7 Técnicas para análise da sobrevivência e do desenvolvimento folicular após o 

cultivo in vitro  

 

2.7.1 Histologia  

 

 A histologia é uma técnica importante para avaliação do cultivo in vitro de 

folículos pré-antrais, pois além de permitir uma análise quantitativa, permite ainda 

verificar a mudança na morfologia das células da granulosa de pavimentosa para cúbica, 

podendo analisar os diferentes estádios foliculares, além de analisar a integridade 

morfológica do oócito e das células da granulosa (CELESTINO et al., 2011).  

 Essa técnica pode ser realizada tanto em folículos isolados, como naqueles 

inclusos em fragmentos de córtex ovariano, e na análise do cultivo in vitro de FOPA, 

permite a avaliação da morfologia citoplasmática celular e nuclear do oócito e alteração 

no número e na morfologia das células da granulosa de pavimentosa para cúbica, por 

ocasião da ativação folicular (MATOS et al., 2007).  

 Além disso, alguns autores demonstraram que a histologia pode ainda, sem a 

mesma precisão, mostrar resultados de morfologia folicular equivalentes aos obtidos nas 

análises sob microscópio eletrônico (ROSSETTO et al., 2009; CELESTINO et al., 

2011; CHAVES et al., 2011). A histologia pode ainda ser utilizada para avaliar morte 

celular devido à necrose, por meio da visualização da presença de vacúolos 

(MARTINEZ-MADRID et al., 2004)..  

 

2.7.2 Imuno-histoquímica  

 

  Desde a sua introdução, na década de 40, que os métodos imuno-histoquímicos 

se desenvolveram de forma notável, constituindo atualmente uma ferramenta 

importante em muitos laboratórios veterinários, sendo amplamente utilizados como 

uma técnica complementar de diagnóstico (ex. elucidação de diagnósticos diferenciais 

que não são determináveis pela técnica convencional de hematoxilina-eosina) ou para 

fins de investigação científica (BRANDTZAEG, 1998; RAMOS-VARA, 2005).  

 As bases da imuno-histoquímica (IHQ) suportam três grandes doutrinas 

científicas interligadas entre si: imunologia, histologia e química. O principal conceito 

que sustenta a IHQ é a detecção de constituintes teciduais (antígenos), recorrendo ao 

uso de anticorpos específicos (Ac). Assim que ocorre uma ligação antígeno-anticorpo 
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(Ag-Ac), esta pode ser demonstrada através de uma reação histoquímica colorimétrica 

visível por microscopia de luz ou através de fluorocromos em observação de 

microscopia de fluorescência sob luz ultra-violeta (BRANDTZAEG, 1998; RAMOS-

VARA, 2005; MATOS ET AL., 2010).  

 Inicialmente, métodos simples e diretos produziam resultados rápidos, contudo 

demonstrando uma baixa sensibilidade. Atualmente, existem métodos extremamente 

sensíveis, capazes de detectar simultaneamente um ou vários antígenos. Outros avanços 

significativos englobam técnicas de recuperação antigénica que permitem, através do 

calor, minimizar os efeitos deletérios da fixação, aumentando significativamente o 

número de antígenos detectáveis em tecidos fixados (RAMOS-VARA, 2005). 

 

2.7.3 Biologia Molecular  

 

 O estudo da expressão gênica (análise de proteínas, DNA, mRNA) de diversas 

substâncias (ligantes e seus receptores) auxilia a compreensão do papel de hormônios e 

fatores de crescimento em cada fase do desenvolvimento folicular, uma vez que 

possibilita identificar a localização e o quanto cada uma das substâncias presentes no 

ovário estão sendo produzidas (ZAMORANO et al. 1996).  

 Muitas atuações das células foliculares ovarianas relacionadas à sobrevivência, 

ao crescimento e à diferenciação, são refletidas na alteração dos padrões da expressão 

gênica. Desta forma, a capacidade de quantificar os níveis de transcrição de genes 

específicos é fundamental para qualquer investigação das funções foliculares 

(ZAMORANO et al. 1996).  

 Seu conjunto de técnicas fundamenta-se principalmente no estudo das interações 

entre os vários mecanismos celulares, partindo da relação entre o DNA, o RNA e a 

síntese de proteínas, e o modo como essas interações são reguladas. A técnica mais 

utilizada para quantificar a expressão de mRNA é a RT-PCR em tempo real (Reação em 

Cadeia de Polimerase-Transcriptase Reversa em tempo real) (CELESTINO, 2011). 

 Através da técnica de qPCR e da RT-PCR convencional, tem sido possível 

identificar diferentes substâncias, como hormônios e fatores de crescimento, presentes 

em folículos ovarianos caprinos (CELESTINO et al., 2011; FROTA et al., 2011; 

ALMEIDA et al., 2012; MAGALHÃES et al.,2012).  
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o desenvolvimento e a apoptose de folículos pré-antrais ovinos cultivados in 

situ, com suplementação de fatores de crescimento. 

 

3.1 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o crescimento, morfologia e viabilidade de folículos pré-antrais 

cultivados com e sem suplementação dos fatores de crescimento IGF-1 e EGF, e da 

gonadotrofina FSH. 

• Avaliar a expressão dos genes Bcl-2, Bax, caspase3, caspase 9 e receptor de 

FSH (FSH-R) no fragmento de tecido ovariano após cultivo. 

• Avaliar características de apoptose por imuno-histoquimica após cultivo in situ 

de fragmentos ovarianos. 
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Avaliação do IGF-1 e FSH no crescimento e apoptose de folículos pré-antrais 

ovinos cultivados in situ 
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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do fator de crescimento semelhante à 

insulina-1 (IGF-1) e sua associação com o FSH sobre a ativação, morfologia, diâmetro e 

apoptose de folículos pré-antrais ovinos cultivados in situ. Foram utilizados ovários 

ovinos obtidos em abatedouro. No experimento 1, foi realizado o cultivo in situ de 

fragmentos de córtex ovariano durante oito dias (39 ºC e 5% CO2) em 1 mL α-MEM+ 

suplementado com IGF-1 nas concentrações de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 ng/mL. No 

experimento 2, foi selecionada a melhor concentração de IGF-1 do experimento 1 (50 

ng/mL) que foi acrescida ou não de 50 ng/mL de hormônio folículo estimulante (FSH). 

Os fragmentos foram analisados por histologia clássica (Experimentos 1 e 2) e imuno-

histoquímica e qPCR (Experimento 2). Morfologicamente, os folículos foram 

classificados em primordiais e em desenvolvimento (primários e secundários), bem 

como em normais ou atrésicos. Além disso, os diâmetros foliculares também foram 

avaliados. No experimento 2, ainda foi avaliado o percentual de apoptose pela técnica 

TUNEL e a expressão do mRNA para caspases 3 e 9, Bax, Bcl-2 e FSH-R. Os 

resultados mostraram que 50 ng/mL foi a concentração mais eficaz de IGF-1, 

aumentando a ativação folicular. Esta concentração de IGF-1 associada ao FSH resultou 

em menor índice de apoptose folicular. Assim, conclui-se que 50 ng/mL de IGF-1 

melhora o desenvolvimento de folículos pré-antrais cultivados inclusos no tecido 

ovariano ovino, pelo período de 8 dias. E a associação de IGF-1 e FSH é eficiente para 

reduzir os níveis de apoptose folicular nestas condições de cultivo, favorecendo o 

equilíbrio entre a expressão relativa dos genes Bax, Bcl-2 e Caspase 3, e uma 

diminuição na expressão relativa da Caspase 9 nos tratamentos contendo IGF-1.  

 

Palavras-chave: crescimento folicular, oócito, ovelha. 
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ABSTRACT 

 

 

The objective of the present study was to evaluate the effect of insulin-like growth 

factor-1 (IGF-1) and its association with FSH on the activation, morphology, diameter 

and apoptosis of ovine preantral follicles grown in situ. Sheep ovary obtained from a 

slaughterhouse were used. In experiment 1, in situ culture of ovarian cortex fragments 

was performed for 8 days (39 ° C and 5% CO2) in 1 mL α-MEM + supplemented with 

IGF-1 at the concentrations of 0, 10, 25, 50, 75 and 100 ng / ml. In Experiment 2, the 

best concentration of IGF-1 from Experiment 1 (50 ng / mL) was selected which was or 

was not increased by 50 ng / mL follicle stimulating hormone (FSH). The fragments 

were analyzed by classical histology (Experiments 1 and 2) and immunohistochemistry 

and qPCR (Experiment 2). Morphologically, the follicles were classified into primordial 

and developing (primary and secondary) as well as normal or atresic. In addition, 

follicular diameters were also evaluated. In the experiment 2, the percentage of 

apoptosis by the TUNEL technique and the mRNA expression for caspases 3 and 9, 

BAX, BCL2 and FSH-R were also evaluated. The results showed that 50 ng / mL was 

the most effective concentration of IGF-1, increasing follicular activation. This FSH-

associated IGF-1 concentration resulted in a lower rate of follicular apoptosis. Thus, it is 

concluded that 50 ng / ml of IGF-1 improves the development of cultured preantral 

follicles included in ovary ovarian tissue, for a period of 8 days. And the association of 

IGF-1 and FSH is efficient in reducing the levels of follicular apoptosis in these culture 

conditions, favoring the balance between the relative expression of the BAX, BCL2 and 

Caspase 3 genes, and a decrease in the relative expression of Caspase 9 in the treatments 

Containing IGF-1. 

 

Key words: follicular growth, oocyte, sheep. 
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Introdução 

 

 Os ovários de mamíferos têm milhões de folículos pré-antrais (primordiais, 

primários e secundários) que são fonte de futuros gametas maduros em animais adultos. 

Porém, somente após seu crescimento, os folículos produzem um oócito fertilizável que 

é capaz de sustentar o desenvolvimento do embrião (Capacchietti et al., 2003). 

 A maioria dos folículos pré-antrais sofrem apoptose durante o desenvolvimento 

e, dentre os fatores que podem levar à apoptose, destacam-se o estresse oxidativo, a 

irradiação, danos ao DNA, citocinas, proteínas virais, ativação de genes promotores de 

apoptose e a deficiência de fatores de sobrevivência da célula (Celestino et al., 2009; 

Van Cruchten e Van Den Broeck, 2002). 

O envolvimento de vários hormônios e fatores de crescimento na regulação do 

desenvolvimento e sobrevivência de folículos pré-antrais, durante o cultivo in vitro, 

vem sendo bastante demonstrado (Silva et al., 2016). Dentre esses fatores, destacam-se 

o hormônio folículo estimulante (FSH) e o fator de crescimento semelhante à insulina-1 

(IGF-1), os quais exercem papel bem definido no controle e na regulação da 

foliculogênese em diversas espécies (Tisdall et al., 1995; Armstrong et al., 2000; 

Magalhães-Padilha et al., 2012; Dubey et al., 2015). 

Membros da família IGF desempenham papel fundamental tanto no 

desenvolvimento de folículos pré-antrais à pré-ovulatórios, como no processo de atresia 

folicular (Zhao et al., 2001; Hastie et al., 2006). Em ovelhas, o RNAm para todos os 

componentes do sistema IGF, foram demonstrados em folículos viáveis e atrésicos, 

sugerindo importante papel para o IGF na foliculogênese desta espécie (Hastie et al., 

2006; Muñoz-Gutierrez et al., 2005). Além disso, tem sido relatado que a adição do 

IGF-1 ao meio de cultivo in situ, suporta o desenvolvimento de folículos pré-antrais 

isolados em ovinos (Arunakumari et al., 2010). 

 Por outro lado, informações limitadas estão disponíveis sobre o impacto do IGF-

1, isoladamente ou em associação ao FSH, sobre o crescimento e morte celular em 

folículos pré-antrais de ovinos cultivados in situ. A compreensão dos complexos 

mecanismos, exercidos por fatores de crescimento, na regulação do desenvolvimento e 

sobrevivência de folículos pré-antrais poderá fornecer informações importantes para o 

desenvolvimento de adequado sistema de cultivo para folículos pré-antrais, além de 

disponibilizar ferramentas essenciais para a multiplicação e conservação de material 

genético em ovinos. 
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 Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do fator de 

crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e sua associação com o FSH, sobre a 

sobrevivência, desenvolvimento folicular, crescimento e apoptose de folículos pré-

antrais ovinos cultivados in situ. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Químicos e Reagentes 

 

Todos os produtos químicos e reagentes utilizados no presente estudo foram 

adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), salvo indicação em contrário. 

 

Coleta do tecido ovariano 

 

 Tecidos cortical ovariano foram obtidos a partir de ovários de ovelhas adultas, 

sem raça definida, independente do estágio do ciclo estral, coletados em abatedouro 

comercial. Os ovários (n = 60), foram lavados em álcool 70%, seguidos por duas 

lavagens em Meio Essencial Mínimo alfa (α-MEM) acrescido com 20 mM de HEPES, 

100 µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina e transportados ao laboratório 

em caixas isotérmicas à 4 ºC, nas duas horas seguintes ao abate. 

No laboratório, os ovários coletados foram separados de todo o tecido de 

gordura e ligamentos, cortados ao meio, e então a medula, grandes folículos antrais e 

corpos lúteos foram removidos. Em seguida, o córtex ovariano foi dividido em 4 

fragmentos por ovário. Um fragmento foi imediatamente fixado em formalina 

tamponada a 10% para estudos histológicos clássicos (controle fresco). Os demais 

fragmentos foram selecionados para cultivo. 

 

Cultivo in situ 

 

 Fragmentos de tecido ovariano foram transferidos para placas de cultura de 24 

poços e cultivados individualmente em 1 mL de meio de cultura base α-MEM 

suplementado com ITS (insulina 10µg/mL, transferrina 5,5 µg/mL, e selênio 5,0 

ng/mL), 0,23 mM de piruvato, 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina, e 1,25 

mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 250 ng/mL de anfotericina B (UNIANF
®
, 
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Brasil) e 1 ng/mL gentamicina, a partir de agora chamado de α-MEM
+
. Os tecidos 

foram cultivados durante 8 dias a 39 °C com 5% de CO2. A cada 2 dias, o meio de 

cultura foi totalmente substituído com meio fresco. 

 No Experimento 1, o α-MEM
+ 

foi suplementado com diferentes concentrações 

de IGF-1 recombinante humano (0, 10, 25, 50, 75 e 100 ng/mL). Este experimento foi 

repetido 3 vezes. Parâmetros como normalidade, ativação e diâmetro folicular foram 

avaliados. 

No Experimento 2, os fragmentos foram cultivados em α-MEM
+
 suplementado 

com a concentração de IGF-1 que promoveu a maior taxa de ativação e viabilidade no 

experimento 1, associado ou não de 50 ng/mL de pFSH (Folltropin
®

, Tecnopec, Brasil). 

Esta concentração de FSH, foi escolhida com base em estudos prévios em caprinos 

(Magalhães et al., 2009). Sendo os grupos analisados: grupo 1: CT (controle fresco); 

grupo 2: α-MEM
+
 (meio base suplementado); grupo 3: IGF-1 (α-MEM

+
 adicionado de 

50 ng/mL de IGF-1); grupo 4: FSH (α-MEM
+
 adicionado de 50 ng/ml de pFSH), e 

grupo 5: IGF-1/pFSH (α-MEM
+
 adicionado de 50 ng/ml de IGF-1 e 50 ng/ml pFSH). 

Este experimento foi repetido 5 vezes utilizando ovários de animais diferentes. 

Parâmetros como normalidade, ativação, diâmetro e expressão de genes relacionados à 

apoptose, e marcação da apoptose pela técnica TUNEL foram avaliados. 

 

Análise histológica e avaliação do crescimento in situ 

 

 Para avaliar a morfologia folicular após 8 dias de cultivo, cada fragmento de 

cultura foi fixado em formalina tamponada a 10% para estudos histológicos. Após a 

fixação, os fragmentos de tecido foram desidratados numa série gradual de etanol, 

clarificados com xileno, e incluídos em cera de parafina. Posteriormente, os blocos de 

parafina foram cortados com micrótomo em espessura de 5 µm, montados em lâminas e 

corados com Hematoxilina-Eosina. Os cortes histológicos foram examinados em 

microscópio óptico (Olympus BX50, Japão) sob aumento de 400X.  

 Para a análise do desenvolvimento dos folículos pré-antrais, os folículos foram 

definidos como folículo primordial e folículos em desenvolvimento. Os folículos 

primordiais foram caracterizados pela presença de oócito esférico ou ovoide, 

completamente rodeado por uma camada simples de células da granulosa achatadas ou 

pavimentosas. Já os folículos em desenvolvimento, incluíram os primários, com uma 

única camada de células da granulosa de morfologia cúbica em torno do oócito, e os 
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secundários, com oócito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa 

de morfologia cúbica (Bertoldo et al., 2014). 

 Os folículos foram ainda classificados como normais, quando os oócitos 

encontravam-se intactos circundados por células da granulosa, bem organizadas, em 

uma ou mais camadas, sem núcleo picnótico, e folículos degenerados que foram 

definidos como apresentando oócito com núcleo picnótico, retração citoplasmática e/ou 

células da granulosa desorganizadas (Silva et al., 2004) (Figura 1). 

              

Figura 1. (A)  Representação de um foliculo normal; (B) Representação de um folículo anormal. 

 

 Os diâmetros de folículos morfologicamente normais foram registrados a partir 

das camadas externas dos folículos da camada de células da granulosa e mensurados 

pelo programa Image J/Fiji 1.46 (Ferreira; Rasband, 2012). Dois diâmetros 

perpendiculares foram registrados e a média dos valores foi analisada (Jimenez et al., 

2016). Foram analisados 90 folículos por tratamento (Experimento 1) e 150 folículos 

por tratamento (Experimento 2). 

 

Avaliação de apoptose (TUNEL) 

 

 Para detectar a apoptose pela fragmentação do DNA, cortes de ovários de cada 

grupo experimental do experimento 2, foram submetidos ao teste TUNEL (Terminal 

Deoxinucleotidil Transferase Uracil Nick End Labeling), utilizando o kit Apoptag Plus 

(Merck
®
), seguindo as recomendações do fabricante. Secções seriadas de 5 µm foram 

montadas sobre lâminas silanizadas que foram secadas a 37ºC por 12 horas, 

desparafinizadas em xilol e hidratadas em concentrações decrescentes de etanol. 

Posteriormente, foram incubadas em PBS (solução salina tamponada) por 5 minutos à 

B A 
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temperatura ambiente. Em seguida, a Proteinase K foi aplicada sobre as lâminas, por 15 

minutos. As lâminas foram então lavadas em água destilada e incubadas em peróxido de 

hidrogênio por 5 minutos à temperatura ambiente. 

  Após, os cortes foram lavados em PBS e incubados em tampão de equilíbrio por 

60 minutos a 4 ºC, seguido por incubação com TdT (transferase deoxitidil terminal) a 

37 ºC por 1 hora, em câmara úmida, na ausência de luz. Na etapa seguinte, foi aplicada 

a solução de parada (stop) por 10 minutos à temperatura ambiente, em seguida, as 

lâminas foram lavadas em PBS e incubadas com anti-digoxigenina. As lâminas foram 

então enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato cromogênico 

diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation
™

) e contracorados com hematoxilina. Após 

a coloração, as lâminas foram então lavadas em água corrente, desidratadas em 

concentrações crescentes de álcool e colocadas em xilol para serem montadas e 

observadas em microscópio de luz.  

 As avaliações foram realizadas em microscópio ótico (Leica DM 500) acoplado 

com câmara (Leica ICC50 HD) e software (LAS EZ 4.3). O índice apoptótico de 

proliferação celular foi determinado pela contagem de 30 folículos por lâmina, sendo 3 

lâminas por tratamento, considerando positivos para o teste TUNEL os folículos com o 

oócito marcado e/ou mais de 50% das células da granulosa marcadas em marrom 

(Bertoldo et al., 2014).  

 

Extração do RNA 

 

 O RNA total foi extraído, de cada fragmento de tecido ovariano, utilizando a 

técnica de trizol. Para cada amostra, foram adicionados 500 µL de TRI
®
 Reagente, e 

deixado em repouso por 15 minutos, após o que foram adicionados 100 µL de 

clorofórmio (P.A) por 15 minutos.  

 Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (12.000 g/15 minutos), e 500 

µL do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo de 1,5 mL. Ao 

sobrenadante coletado foi adicionado Isopropanol (1:1), e as amostras foram mantidas 

por 2 horas a -20 °C. 

  Após este período, as amostras foram centrifugadas (12.000 g por 15 minutos) e 

descartado cuidadosamente o sobrenadante. Ao sedimento foram adicionados 500 µL de 

etanol 70%, para retirar impurezas, e centrifugado na rotação máxima (5 minutos).  



44 
 

 O sobrenadante foi novamente descartado e o microtubo deixado em repouso por 

15 minutos. Em seguida foi adicionado água MilliQ para a eluição do RNA total. A 

confirmação da integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 0,8% corado com 

SYBR Green II RNA (LGC
®
 Biotecnologia), visualizado sob luz ultravioleta e 

fotografado.  

 A concentração e pureza do RNA (razão A260:A280) foram verificadas 

utilizando um espectrofotômetro (Nano Vue Plus
®

 - GE Healthcare Life Sciences). Em 

seguida, o RNA foi convertido em DNA complementar (cDNA) utilizando transcrição 

reversa (ImProm-II Reverse Transcription System, Promega, Madison,WI, EUA). Para 

a reação foram utilizados 2.500 ng de RNA total de cada amostra, 1 mL de Oligo (dT) 
15

 

e 1 mL de iniciador, incubados a 70 °C durante 5 minutos e 4 ° C durante 5 minutos. 

 Após, foram adicionados 4 mL de tampão ImProm-II (5X), 2,4 mL de MgCl2 

(1,5 mM), 1 mL de dNTP (0,5 mM), 1 mL de transcriptase reversa e água ultrapura 

completar o volume total de 20 mL. A reação foi realizada a 25 ºC por 5 minutos, 42 º C 

durante 60 minutos e a 70 º C, para inativar a enzima, durante 15 minutos. 

  O cDNA resultante foi medido em espectrofotômetro. As amostras foram 

padronizadas a 100 ng /mL e armazenadas a -80 ºC até análise. 

 

PCR real time (qPCR) 

 

 As amostras de cDNA foram submetidas à técnica de qPCR para estabelecer o 

nível de expressão do RNAm dos genes que codificam as proteínas relacionadas a 

apoptose, Bax (proteína X associada a Bcl2, pro-apoptótica), Bcl2 (leucemia / linfoma 2 

de células B, antiapoptótico), caspases 3 e 9, além do receptor de FSH (FSH-R).  

 Os oligonucleotídeos iniciadores foram construídos a partir de sequências 

depositadas no GenbanK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabela 1). Para 

amplificação foi utilizado o protocolo QuantiFast™ SYBR
® 

Green PCR (QIAGEN, 

Dusseldorf, Alemanha), usando termociclador (Rotor-Gene Q
®
 - QIAGEN, Dusseldorf, 

Alemanha). O tempo e temperatura da ciclagem foram os estabelecidos pelo fabricante 

e de acordo com a temperatura de anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores .  

 Todas as amostras foram testadas em duplicatas, incluindo um controle negativo 

(sem cDNA). A reação continha 1,5 mL de cDNA (100 ng / mL), 5,0 mL de SYBR 

Green (2x), 0,3 mL de oligonucleotídeos iniciadores diretos e inversos (10 pM) e H2O, 

suficiente para o volume final de 10 mL. As condições de amplificação foram 5 minutos 
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a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 94 °C (desnaturação) e 30 segundos a 60 °C 

(anelamento e extensão). Para confirmar a presença de um único produto de PCR, a 

análise da curva de fusão foi realizada com aumento de 0,5 °C cada 5 segundos, de 60 

°C a 95 °C. Os resultados de amplificação foram normalizados utilizando gene de 

referência ubiquitina. A quantificação relativa da expressão foi realizada pela técnica 2
-

∆∆Ct
, de acordo com Livak e Schmittgen (2001). 

 

Tabela 1 – Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores de cada gene e código de 

acesso do gene no GenBank.  

 

        Abreviações: F= forward (direto); R= reverse (inverso) 

 

Análise Estatística 

 

 As análises morfológicas de folículos pré-antrais primordiais e em 

desenvolvimento (primários e secundários), as análises morfométricas (diâmetro 

folicular), e a expressão  de genes relacionados à apoptose, foram submetidas à análise 

de variância (ANOVA), seguidas de comparações entre as médias, pelo teste de Tukey 

(versão 5.0; GraphPad.Prism; 2007).  

 Quando os dados não foram considerados dentro da normalidade pelo teste 

Kolmogorov – Smirnov, os valores foram transformados em logarítimo natural. As 

variáveis qualitativas de folículos pré-antrais normais e degenerados e de presença de 

Produto Sequência (5`        3`) 
Acesso 

GenBank 

BAX-ovis 
F: CCTGGGATCTTGAAACTCTCCTT  

R: CTGAGCCAGGCTGAAATCAAAA  

 
DQ323116.1 

BCL2-ovis 
F: GCCGAGTGAGCAGGAAGAC  

R: GTTAGCCAGTGCTTGCTGAGA  

 
AY547260.1 

Caspase 3-

ovis 

F: GCTCTTGAGAATCAACTCTGAGC  

R: CAGTGTTCTCCATGGATACTTTTT  

 
XM_015104559.1 

Caspase 9-

ovis 

F: TGCCGAACTTGTCGCCTATT  

R: AGTCGTCAGGGGTAAAGTGC  

 
XR_001435420.1 

Receptor de 

FSH-ovis 

F: GATTCGGAGACCTGGAGAAAAT  

R: GGTTGTTGGCCTTTTCAATTCTA  

XM_015093783.1 

Ubiquitina-

capra 

F: ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT  

R: GAAGATGGCCGCACTCTTGTGAT  

XM_005693600.3 
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apoptose folicular pela imuno-histoquímica foram analisadas pelo teste de Qui-

quadrado (χ
2
). A correlação entre as expressões relativas dos genes  foi avaliada pelo 

teste de Pearson.  

 Os resultados de desenvolvimento folicular (primordial/desenvolvimento), 

morfologia (normal/degenerado) e apoptose (presente/ausente) são apresentados em 

percentuais, o diâmetro folicular e a expressão gênica foram apresentados em média ± 

erro padrão da média. Valores foram considerados significativos quando P< 0,05. 

 

RESULTADOS  

 

Experimento 1– Efeito de diferentes concentrações do IGF-1 sobre o cultivo in vitro de 

folículos pré-antrais ovinos  

 

 Os dados avaliados mostraram que após 8 dias, o tratamento com 50 ng/mL de 

IGF-1 promoveu um aumento no número de folículos em desenvolvimento em relação 

ao controle fresco e ao α-MEM
+
, e o tratamento com 75 ng/mL, um aumento em relação 

ao controle fresco (P < 0,05). Ainda em relação ao número de folículos em 

desenvolvimento, a concentração de 50 ng/mL não divergiu dos demais tratamentos 

cultivados (P < 0,05) (Figura 2).  

 

Figura 2– Percentual de folículos primordiais e em desenvolvimento cultivados em α-

MEM
+
 ou α-MEM

+
 suplementado com 10, 25, 50, 75 e 100 ng/mL de IGF-1 durante 8 

dias.  

   

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b Letras minúsculas representam diferença significativa 

entre os grupos  (P < 0,05). Erro padão. 
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 Os diâmetros dos folículos nos diferentes tratamentos após 8 dias de cultivo são 

mostrados na Tabela 2. Não foi observada diferença significativa nos diâmetros dos 

folículos primordiais. Os folículos em desenvolvimento no cultivo acrescidos com as 

concentrações de IGF-1, apresentaram diâmetro folicular maior que os tratamentos sem 

IGF-1 (P < 0,05).   

 

Tabela 2 – Média ± desvio-padrão da média do diâmetro folicular de folículos pré-

antrais ovinos cultivados com diferentes concentrações de IGF-1. 

Tratamentos 

Folículos Primordiais 

(µm) 

Folículos em Desenvolvimento 

(µm) 

CT 17,6 ± 1,3 26,0 ± 1,8 

α-MEM
+
 17,8 ± 1,6

a
 24,6 ± 2,1

b
 

IGF-1-10ng 15,0 ± 1,1
a
 46,9 ± 7,6

a*
 

IGF-1-25ng 16,3 ± 0,5
a
 52,2 ± 9,3

a*
 

IGF-1-50ng 15,1 ± 1,9
a
 52,3 ± 11,5

a*
 

IGF-1-75ng 16,1 ± 1,5
a
 57,6 ± 1,2

a*
 

IGF-1-100ng 17,6 ± 0,3
a
 45,2 ± 8,4

a*
 

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b Letras minúsculas sobrescritas na mesma coluna 

indicam diferença entre os tratamentos (P < 0,05). 

 

Quanto à morfologia dos folículos, o controle fresco obteve o maior percentual 

de folículos normais dentre todos os grupos, e o grupo 50 ng/mL apresentou maior 

percentual de folículos normais, quando comparado aos demais tratamentos cultivados, 

apenas não divergindo do α-MEM+ (P < 0,05) (Figura 3).  

 

Figura 3 – Percentual de folículos pré-antrais ovinos normais cultivados com diferentes 

concentrações de IGF-1. 



48 
 

  
* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b Letras minúsculas representam diferença significativa 

entre as colunas (P < 0,05).   

 

Experimento 2– Efeito do IGF-1 associado ao FSH sobre o cultivo in vitro de folículos 

pré-antrais ovinos 

 

 Quando observado o desenvolvimento folicular, os dados avaliados mostraram 

que após 8 dias, o tratamento contendo IGF-1 associado a FSH apresentou um menor 

percentual de folículos primordiais e um aumento no percentual de folículos em 

desenvolvimento em relação ao controle fresco e α-MEM+, não divergindo dos demais 

tratamentos cultivados (P < 0,05) (Figura 4). 

 

Figura 4– Percentual de folículos primordiais e em desenvolvimento cultivados in situ 

com IGF-1 (50 ng/mL) e FSH (50 ng/mL). 

   
* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b Letras minúsculas representam diferença significativa 

entre as colunas (P < 0,05).  
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 Em relação ao diâmetro folicular, não houve diferença significativa entre os 

tratamentos (P < 0,05) para os folículos primordiais (Tabela 3). Quando comparados os 

folículos em desenvolvimento, o diâmetro do grupo cultivado em α-MEM+ foi 

significativamente menor que os tratamentos com IGF-1 e com FSH (P < 0,05). Ainda 

em relação aos folículos em desenvolvimento, o grupo FSH teve o diâmetro menor que 

o grupo IGF-1, e o grupo IGF-1/FSH não teve diferença no diâmetro em relação aos 

grupos IGF-1 e FSH (P < 0,05). Comparando os diâmetros de folículos primordiais com 

os em desenvolvimento, todos os grupos apresentaram diferença significativa (Tabela 

3). 

 

 Tabela 3 – Média ± desvio-padrão da média do diâmetro de folículos pré-antrais ovinos 

cultivados in situ com IGF-1(50ng/mL) e FSH (50ng/mL). 

Tratamentos Folículos Primordiais 

(µm) 

Folículos em Desenvolvimento 

(µm) 

CT 17,6 ± 1,3 26,0 ± 1,8 

α-MEM+ 17,8 ± 1,6a 24,6 ± 2,1c 

IGF-1 15,0 ± 1,5a 47,8 ± 9,1a* 

IGF-1/FSH 14,8 ± 1,8a 41,9 ± 2,1ab* 

FSH 17,2 ± 1,6a 33,9 ± 4,7b 
 

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b,c Letras minúsculas sobrescritas na mesma coluna 

indicam diferença entre os tratamentos (P < 0,05);  

 

 Em relação a avaliação de folículos normais (Figura 5). Foi observado que todos 

os tratamentos foram diferentes em relação ao grupo controle fresco, porém não 

divergiram entre si (P < 0,05).  

 

Figura 5 – Percentual de folículos pré-antrais ovinos normais cultivados com IGF-

1(50ng/mL) e FSH (50ng/mL). 
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* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b Letras minúsculas representam diferença significativa 

entre as colunas (P < 0,05).  

 

 A avaliação da apoptose pela imuno-histoquímica  mostrou que todos os grupos 

obtiveram diferença em relação a marcação da apoptose nos folículos ovarianos (P < 

0,05). Como pode ser observado na Figura 6, o grupo α-MEM
+
 obteve o maior 

marcação de apoptose folicular, seguido dos tratamentos com FSH, IGF-1, e 

posteriormente pelo grupo IGF-1/FSH. Sendo os grupo IGF-1/FSH o com  menor 

número de folículos em apoptose entre os tratamentos avaliados (P < 0,05; Figura 6). 

 

 

Figura 6. Imagens representativas da imuno-marcação, pela técnica de TUNEL, em fragmentos ovarianos  

cultivados in situ, durante 8 dias. As células TdT-positivas são representadas pela coloração marrom 

ilustrada pela seta: (A) α-MEM+, (B)  α-MEM+ na presença de IGF-1/FSH.   

 

 

Figura 7 - Percentual de folículos pré-antrais positivos para apoptose pela técnica de 

TUNEL, após cultivo in situ durante 8 dias. 
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* Indica diferença do grupo controle fresco (CT); a,b,c, Letras minúsculas diferentes representam diferença 

significativa entre os tratamentos (P < 0,05).  

 

 Ao avaliar a expressão relativa do receptor do FSH (FSH-R), foi observada 

menor expressão do receptor no grupo α-MEM
+
 em relação aos demais tratamentos (P < 

0,05) (Figura 8). 

 

Figura 8– Expressão relativa do mRNA para o receptor de FSH, após cultivo in situ dos 

fragmentos de córtex ovariano de ovinos.  

 

 
* Indica diferença do grupo controle fresco (CT),a,b Letras minúsculas diferentes entre tratamentos 

representam diferença significativa (P < 0,05).  

 

 Para a avaliação da expressão relativa dos genes BAX e BCL2, não foi 

demonstrada diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05) (Figura 9), podendo-

se observar também  correlação positiva (P < 0,0001; r = 0,7129) entre as expressões 

dos dois genes. 
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 Em relação a avaliação da expressão relativa para caspase 3, não foi observada 

diferença significativa entre os tratamentos  (P < 0,05) (Figura 9). Encontrando-se  

correlação positiva da caspase 3 com BAX (P = 0,0006; r = 0,7126) e BCL2 (p = 

0,0007;  r = 0,6429 ) neste experimento. 

 Já a expressão relativa da caspase 9, foi maior para os tratamentos α-MEM+ e 

FSH, tendo uma baixa expressão nos grupos IGF-1 e IGF-1/FSH  (P < 0,05) (Figura 7).  

 

Figura 9– Expressão relativa do RNAm para os genes Bax (A); Bcl-2 (B); caspase 3 (C) 

e caspase 9 (D), após cultivo in situ dos fragmentos de córtex ovariano de ovinos.  

 

 

   
* Indica diferença do grupo controle fresco (CT); a,b Letras minúsculas diferentes entre tratamentos 

representam diferença significativa (P < 0,05). (A) Bax; (B) Bcl-2; (C) Caspase 3 e (D) Caspase 9. 

 

 

DISCUSSÃO 
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 O IGF-1 em concentrações supra fisiológicas tem sido implicado em 

modificações do sistema regulatório da foliculogênese ovariana, permitindo a ativação e 

desenvolvimento de folículos pré-antrais,  manutenção de grupos maiores de pequenos 

folículos antrais,  recrutamento de mais folículos, e a seleção de dois ou mais folículos 

dominantes dentro de uma onda folicular (Silva et al., 2009). 

 No presente estudo, o tratamento com IGF-1, na concentração de 50 ng/mL, 

adicionado ao meio de cultivo, promoveu a ativação dos folículos primordiais, como 

observado pelo aumento no percentual de folículos em desenvolvimento após 8 dias de 

cultivo in situ. Além disso, o IGF-1 também aumentou o percentual de folículos 

normais, porém não afetou o diâmetro dos folículos. 

 Estudos prévios em ovinos, tem demonstrado que o IGF-1 promove, 

proliferação das células da granulosa de pequenos folículos (1-3 mm de diâmetro) 

(Monniaux et al., 1992), assim como aumento no diâmetro de folículos pré-antrais 

isolados, cultivados por seis dias em meio contendo 10 ng/ml de IGF-1 (Arunakumari et 

al., 2010). Os resultados obtidos neste experimento, corroboram com os achados de 

Martins et al. (2009), os quais observaram, que a utilização de IGF-1 na concentração 

de 50 ng/ml em meio de cultivo promoveu a manutenção da sobrevivência folicular, o 

crescimento e a transição de folículos em transição para primários, após 7 dias de 

cultivo de tecido ovariano caprino.  

Entretanto, resultados controversos tem sido publicados em outras espécies. Em 

bovinos, Fortune et al. (2004) relataram que nenhuma das concentrações de IGF-1 

testadas (1, 10 e 100 ng/mL) estimularam os folículos primordiais e primários durante o 

cultivo in situ. Além disso, Rossetto et al. (2013) mostraram que, a adição de 50 ng/mL 

de IGF-1 ao meio de cultura de folículos pré-antrais isolados de bovinos não teve 

nenhum efeito sobre a morfologia folicular e a formação do antro.  

 Em contraste, Jimenez et al. (2016), observaram que IGF-1 na 

concentração de 30 ng/mL promoveu aumento dos folículos em desenvolvimento, 

melhorou os percentuais de folículos morfologicamente normais, e aumentou os 

diâmetros médios folicular e oocitário, quando comparado às concentrações de 70 e 100 

ng/mL de IGF-1.  

 Estes resultados aparentemente, podem ser explicados pelas diferenças 

fisiológicas entre as espécies estudadas, tamanho dos folículos, concentração e duração 

do tratamento e a presença/ausência de outros fatores de crescimento e soro no meio de 

cultivo, além do tipo de cultivo dos folículos in situ e isolados (Apoloni et al., 2016). 
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No presente trabalho, o cultivo foi realizado em meio livre de soro e sem qualquer outro 

fator de crescimento ou hormônios além do IGF-1. Entretanto, outros estudos como os 

de Magalhães-Padilha et al. (2012) adicionaram gonadotrofinas, outros fatores de 

crescimento ou hormônios, os quais podem ter interagido com o IGF-1 e afetado as vias 

de sinalização apresentado diferentes respostas em diferentes concentrações. 

 A interação entre fatores de crescimento e gonadotrofinas e seu papel na 

modulação da sobrevivência, proliferação e diferenciação de células foliculares e 

oócitos, foi reportada em várias espécies animais, a saber, suínos (Mao et al., 2004), 

ovinos (Arunakumari et al., 2006) e bovinos (Thomas et al., 2007; Wandji et al., 1996). 

É sabido que o IGF-1 atua sinergicamente com FSH para aumentar a proliferação, 

esteroidogênese e atividade de células da granulosa cultivadas de ratos (Guidice et al., 

1992).  

 Alguns estudos demonstraram também que a utilização de IGF-I em sinergia 

com FSH no meio de cultivo in vitro estimulou crescimento folicular pré-antral em 

camundongos (Liu et al., 1998), seres humanos (Louhio et al., 2000) e vacas (Gutierrez 

et al., 2000).  

 Neste estudo, a sinergia do IGF-1 e FSH comparada à ação dos fatores isolados, 

foi mais eficiente para a ativação folicular e crescimento, comparada aos tratamentos 

isolados. Estes resultados corroboram com os achados de Magalhães-Padilha et al. 

(2012) que mostraram pela primeira vez, a importância do FSH associado ao IGF-I, 

durante um período completo de cultivo a longo prazo (16 dias), sobre a foliculogênese 

precoce em cabras. Estes autores também mostraram que a associação dessas 

substâncias estimulou a ativação de folículos primordiais, bem como o desenvolvimento 

de folículos primários a secundários.   

 O IGF-1 atua em sinergia com FSH na indução do desenvolvimento das células 

da granulosa, pela regulação da expressão de receptores para FSH. Além disso, o FSH 

foi descrito como o hormônio que estimula o aumento dos receptores de IGF-1 durante 

o cultivo in vitro de células da granulosa, sugerindo que alguns efeitos de FSH 

poderiam ser mediados via IGF-1 (Adashi et al., 1985; Silva et al., 2009). 

 A expressão do receptor de FSH foi severamente reduzida em folículos pré-

antrais com ausência de IGF-1 em ratos, mas aparentemente restaurada a níveis normais 

após duas semanas de suplementação de IGF-1 exógeno (Zhou et al., 1997). O que foi 

observado neste experimento, visto que, os tratamentos contendo FSH, IGF-1 e IGF-
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1/FSH aumentaram a expressão dos receptores de FSH, mostrando que o IGF-1 tem 

ação sobre a expressão do receptor do FSH em fragmento de córtex ovariano ovino.  

Os resultados deste estudo, corroboram com os relatados por Brito et al. (2012), 

os quais, ao avaliarem o desenvolvimento de folículos secundários isolados de cabras 

em meio de cultura contendo IGF-1 (50 ng/ml) e / ou FSH (100 ng/ml), observaram 

aumento nos níveis de RNAm de IGF-1, IGFR-1 e FSHR nos folículos após seis dias de 

cultivo. Observaram ainda que a sinergia de IGF-1 e FSH aumentaram a expresão 

relativa quando comparado com o grupo com apenas FSH.   

 Ao avaliarem o efeito de IGF-1 (50 ng/mL) e FSH( 50 ng/mL) sobre  a 

expressão do m RNA do receptor de IGF-1 e do receptor de FSH em bovinos, Mani et 

al. (2010) observaram também que o tratamento com IGF-1 e FSH aumentou 

significativamente  (P > 0,05) a expressão  destes receptores. 

 A avaliação da apoptose através da técnica TUNEL permitiu observar menor 

número de folículos positivos para apoptose quando foi usada a associação de IGF-1 e 

FSH. Esse resultado foi semelhante ao obtido em suínos, com a utilização de IGF-I (50 

ng/mL) que resultou no crescimento folicular, no estímulo da proliferação das células da 

granulosa e na prevenção da apoptose de folículos pré antrais cultivados por 4 dias na 

presença de soro e FSH (Guthrie et al., 1998).  

 Avaliando o cultivo de folículos pré-antrais isolados de búfalas, Sharma et al. 

(2010) observaram através da técnica TUNEL, que a adição de IGF-1 no cultivo 

contendo TGF-α (fator de crescimento de transformação alfa) + TGF-β1 (fator de 

crescimento de transformação beta 1) reduziu significativamente o efeito apoptótico nos 

oócitos, indicando que o IGF-I além de melhorar o crescimento e sobrevivência de 

folículos cultivados, tem ação anti-apoptótica.   

Neste estudo, os níveis de expressão relativa de Bax e Bcl-2 não divergiram 

entre os tratamentos cultivados, tendo apenas uma maior expressão de ambas no 

controle fresco (P < 0,05). Foi observado também uma correlação positiva entre a 

expressão de Bax e Bcl-2, o que sugere que a diminuição da apoptose nos tratamentos 

deve-se ao equilíbrio da expressão destes dois genes. Em geral, a proporção relativa de 

proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2) e pró-apoptóticas (Bax) parece determinar a 

resistência celular ao estímulo apoptótico (Ola et al., 2011).  

Diferente dos achados do presente estudo, Araújo et al. (2015) ao analisarem os 

genes Bax e Bcl-2 em oócitos e células do cumulus de bovinos, observaram menor 

expressão de mRNA para Bcl-2 no grupo IGF-1 em oócitos em relação aos tratamentos 
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sem IGF-1. Mani et al. (2010) ao avaliarem os efeitos de IGF-1 e/ou FSH sobre a 

expressão de mRNA dos genes reguladores da apoptose, Bcl-2 e Bax, nas células da 

granulosa de folículos antrais de bovinos após 48 horas de cultivo, demonstraram que a 

expressão do mRNA para Bcl-22 não foi afetada pelo tratamento com IGF-1 ou FSH 

sozinho ou associados.   

 Ao avaliar a Caspase 3, não houve aumento da sua expressão relativa em 

nenhum tratamento cultivado, o que se explica pela expressão relativa de Bax e Bcl-2 

terem supostamente evitado a ativação dessa caspase 3, visto que sua expressão teve 

correlação positiva tanto com BAX como com BCL2.  

Neste trabalho, foi observada menor expressão relativa da Caspase 9 nos 

tratamentos com IGF-1 e IGF-1/FSH. O IGF-I super-regula a expressão da proteína 

anti-apoptótica Bcl-xl, fosforila a pró-caspase-9 impedindo a sua ativação em caspase-9, 

potente agente apoptótico e impede a progressão da cascata das caspases agindo sobre a 

Caspase-3 (Parrizas, 1997).   

 

 

CONCLUSÕES 

 

 Conclui-se que 50 ng/mL de IGF-1 melhora o desenvolvimento de folículos pré-

antrais cultivados inclusos no tecido ovariano ovino, pelo período de 8 dias. A 

associação de IGF-1 e FSH foi eficiente para reduzir os níveis de apoptose folicular 

nestas condições de cultivo, favorecendo o equilíbrio entre a expressão relativa dos 

genes BAX, BCL2 e Caspase 3, e uma diminuição na expressão relativa da Caspase 9 

nos tratamentos contendo IGF-1.  
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RESUMO 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do fator IGF-1 associado ao EGF 

sobre a sobrevivência, ativação, crescimento e apoptose de folículos pré-antrais ovinos 

cultivados in situ. Ovários de ovelhas sem raça definida foram coletados em matadouro, 

e o córtex ovariano foi fragmentado. O grupo controle foi constituído por fragmentos 

frescos imediatamente preservados para posterior análise e o restante dos fragmentos 

foram cultivados. O cultivo durou oito dias, a 39 ºC e com 5% CO2, em placas de 24 

poços, cada poço contendo 1 mL α-MEM+ suplementado ou não com IGF-1 (50 

ng/mL) e EGF (50 ng/mL), ou a associação de IGF-1, EGF e pFSH (50ng/mL). Os 

fragmentos foram fixados (antes ou após o cultivo) e analisados por histologia clássica e 

imuno-histoquímica. Os folículos foram classificados em primordiais, e em 

desenvolvimento (primários e secundários), bem como em normais ou atrésicos. Além 

disso, os diâmetros foliculares foram avaliados e o percentual de apoptose foi avaliado 

pela técnica TUNEL. Os resultados mostraram que o tratamento α-MEM+ acrescido de 

IGF-1 e EGF, e o tratamento α-MEM+ acrescido de IGF-1 e EGF e FSH resultaram em 

menor percentual de apoptose folicular, maior desenvolvimento folicular, maior índice 

de folículos normais e maior diâmetro de folículos em desenvolvimento que o 

tratamento α-MEM+. Assim, conclui-se que a concentração de 50ng/mL de IGF-1 

associada a 50 ng/mL de EGF, ou IGF-1 50 ng/ml, EGF 50 ng/ml e pFSH 50 ng/mL 

mailto:sandrinhamargi@hotmail.com
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aumentam o diâmetro de folículos em desenvolvimento, a desenvolvimento folicular e 

reduzem a apoptose em folículos pré-antrais. 

 

Palavras-chave: ativação folicular, fator de crescimento, foliculogênese. 

 

ABSTRACT 

The objective of the present study was to evaluate the effect of EGF-associated factor 

IGF-1 on the survival, activation, growth and apoptosis of ovine preantral follicles 

grown in situ. Ovaries of undefined sheep were collected in a slaughterhouse, and the 

ovarian cortex was fragmented. The control group consisted of fresh fragments 

immediately preserved for later analysis and the remaining fragments were cultured. 

The cultures were incubated at 37 ° C and 5% CO2 in 24-well plates, each well 

containing 1 mL α-MEM + supplemented or not with IGF-1 (50 ng / mL) and EGF (50 

ng / mL) , Or the association of IGF-1, EGF and pFSH (50ng / mL). The fragments 

were fixed (before or after culturing) and analyzed by classical histology and 

immunohistochemistry. Follicles were classified as primordial, developing (primary and 

secondary) as well as normal or atresic. In addition, the follicular diameters were 

evaluated and the percentage of apoptosis was evaluated by the TUNEL technique. The 

results showed that α-MEM + treatment plus IGF-1 and EGF, and α-MEM + treatment 

plus IGF-1 and EGF and FSH resulted in a lower percentage of follicular apoptosis, 

greater follicular development, higher normal follicular index and Greater diameter of 

developing follicles than α-MEM + treatment. Thus, the concentration of 50 ng / ml of 

IGF-1 associated with 50 ng / ml of EGF, or 50 ng / ml IGF-1, 50 ng / ml EGF and 50 

ng / ml pFSH increase the diameter of follicles Developing follicular development and 

reduce apoptosis in preantral follicles. 

 

Key words: follicular activation, growth factor, folliculogenesis 
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INTRODUÇÃO 

 O ovário é um reservatório de oócitos inclusos em folículos primordiais, 

primários e secundários (pré-antrais). Porém, a maioria dos folículos pré-antrais sofrem 

atresia, não completando o processo completo da foliculogênese e apenas uma pequena 

fração se desenvolve e chega a ovulação (Arunakumari et al., 2010).  

 Os hormônios e fatores de crescimento mais importantes envolvidos no processo 

da foliculogênese são aqueles produzidos pela hipófise (hormônio folículo estimulante 

(FSH), hormônio luteinizante (LH)  e hormônio de crescimento (GH)), do fator de 

crescimento epidermal (EGF) e sistema dos fatores de crescimento semelhante a 

insulina (IGF), incluindo os IGFs e suas proteínas de ligação (IGFBPs) (Magalhães-

Padilha et al., 2012). 

 O crescimento in vitro de folículos pré-antrais representa um importante papel 

para a tecnologia reprodutiva como estratégia capaz de aumentar o número de oócitos 

fertilizáveis (Capacchietti et al., 2003). A aplicação principal desta biotecnologia na 

ciência veterinária é conhecer melhor o processo da foliculogênese, para melhor 

aproveitamento de técnicas reprodutivas e conservação da herança genética de animais 

importantes, enquanto que para medicina humana é uma forma de preservar a fertilidade 

de pacientes jovens como mulheres em risco de perda prematura do ovário (Capacchietti 

et al., 2003). 

 Estudos in vitro com folículos pré-antrais de diferentes espécies têm 

demonstrado que o EGF promove o crescimento (bubalinos: Gupta et al., 2002; ovinos: 

Hemamalini et al., 2003), a proliferação das células da granulosa (suíno: Morbeck et al., 

1993; Demeestere et al., 2005), reduz a taxa de atresia folicular (bovinos: Gutierrez et 

al., 2000; suínos: Mao et al., 2004; caprinos: Zhou e Zhang, 2005) e mantém a 

viabilidade folicular (ovinos: Andrade et al., 2005). 

Já o IGF-1 possui sua origem nas células da granulosa nos ovários, e tem como 

principal função estimular o desenvolvimento folicular nas fases pré-antral e antral 

(Armstrong e Benoit, 1996; Mani et al., 2010; Magalhães-Padilha et al., 2012). O 

envolvimento do IGF-1 nos estádios iniciais da foliculogênese foi evidenciado por 
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estudos em que a retirada do gene comprometeu severamente o desenvolvimento pré-

antral e o antral inicial em camundongos (Elvin e Matzuk, 1998). 

Além disso, o IGF-1 possui ação no processo de atresia folicular (Zhao et al., 

2001; Hastie et al., 2006). Dependendo da espécie e do estádio do crescimento folicular, 

o IGF-1 atua sobre a esteroidogênese da célula granulosa sozinho ou em conjunto com o 

FSH (Mani et al., 2010). 

 Estudos prévios tem demonstrado o envolvimento do IGF-1, do EGF, e do 

hormônio folículo estimulante (FSH), sobre a ativação folicular (Betteridge et al., 1989; 

Magalhães et al., 2009). May et al. (1988) relataram que a presença simultânea de EGF 

e IGF-I melhorou a proliferação das células da granulosa em suínos.  

 Além disso, já foi relatado que o IGF-I também ativa receptores de EGF 

(Arunakumari et al., 2010). Um estudo em cabras demonstrou que o IGF-1 juntamente 

com o EGF e FSH estimulou o crescimento de oócitos de folículos pré-antrais, em 

cultivo de folículos pré-antrais isolados por 9 dias (Zhou; Zhang, 2005).    

 Em ovinos, o meio de maturação suplementado com EGF, IGF-I e cisteina 

resultou em maior proporção de clivagem e maiores rendimentos de mórula e 

blastocistos (Shabankareh e Zandi, 2010). 

 Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos de EGF e IGF-I 

sobre a sobrevivência, ativação, crescimento e apoptose de folículos pré-antrais ovinos 

cultivados in situ. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

Reagentes 

 

Todos os produtos químicos e reagentes utilizados no presente estudo foram 

adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), salvo indicação em contrário. 

 

Coleta dos ovários e cultivo in vitro 

 

 Ovários de ovelhas adultas (n = 24), independente do estágio do ciclo estral, 

obtidos em abatedouro comercial, foram lavados em álcool 70%, seguido por duas 

lavagens em Meio Essencial Mínimo (MEM) acrescido com 20 mM de HEPES, 100 
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µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina e transportados ao laboratório em 

caixas isotérmicas à 4 ºC, nas duas horas seguintes ao abate. 

No laboratório, os ovários foram separados de todo o tecido de gordura e 

ligamentos, e cortados ao meio, após o qual a medula, grandes folículos antrais e corpos 

lúteos foram removidos. Em seguida, o córtex ovariano foi dividido em 4 fragmentos 

por ovário. Um fragmento foi imediatamente fixado em formalina tamponada a 10% 

para estudos histológicos clássicos (controle fresco).  

Os demais fragmentos foram transferidos para placas de cultura de 24 poços e 

cultivados individualmente em 1 mL de meio de cultura base αMEM
+
 suplementado 

com as concentrações de IGF 1 e EGF que promoveram a maior taxa de ativação e 

viabilidade em estudos prévios realizados pelo nosso grupo, associado ou não de 50 

ng/mL de FSH (Folltropin
®
, Tecnopec, Brasil).  

Os seguintes grupos foram formados: CT ( controle fresco); α-MEM
+
; IGF-

1/EGF (α-MEM
+
 adicionado de 50 ng/ml de IGF-1 e 50 ng/ml de EGF), e IGF-

1/EGF/FSH (α-MEM
+
 adicionado de 50 ng/ml de IGF-1, 50 ng/ml de EGF e 50 ng/ml 

de pFSH). 

O meio base consistiu de αMEM suplementado com ITS (insulina 10 µg/mL, 

transferrina 5,5 µg/mL, e selênio 5,0 ng/mL), 0,23 mM de piruvato, 2 mM de glutamina, 

2 mM de hipoxantina, e 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 250 ng/mL de 

anfotericina B (UNIANF
®
, Brasil) e 1 ng/mL gentamicina, sendo denominado de α-

MEM
+
.  

Os tecidos foram cultivados durante 8 dias a 39 °C com 5% de CO2. O meio de 

cultura foi totalmente substituído com meio fresco a cada 2 dias. Este experimento foi 

repetido 3 vezes utilizando ovários de animais diferentes. Parâmetros como morfologia, 

ativação, diâmetro e apoptose foram avaliados. 

 

Análise Histológica 

 

 Para avaliar a morfologia folicular após 8 dias de cultivo, cada fragmento de 

cultura foi fixado em formalina tamponada a 10% para estudos histológicos. Após a 

fixação, os fragmentos de tecido foram desidratados numa série gradual de etanol, 

clarificadas com xileno, e inclusos em parafina. Posteriormente, os blocos de parafina 

foram cortados com micrótomo em espessura de 5 µm. Os cortes foram montados em 



74 
 

lâminas, corados com Hematoxilina-Eosina, e examinados em microscópio óptico 

(Olympus BX50, Japão) sob aumento de 400X.  

 Para a análise da ativação dos folículos pré-antrais, os folículos foram definidos 

como folículo primordial e folículos em desenvolvimento. Os folículos primordiais 

foram caracterizados pela presença de oócito esférico ou ovoide, completamente 

rodeado por uma camada simples de células da granulosa achatadas ou pavimentosas. Já 

os folículos em desenvolvimento, incluíram os primários, com uma única camada de 

células da granulosa de morfologia cúbica em torno do oócito, e os secundários, com 

oócito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de morfologia 

cúbica (Bertoldo et al., 2014).     

 Os folículos foram ainda classificados como normais, quando os oócitos 

encontravam-se intactos circundados por células da granulosa, bem organizadas, em 

uma ou mais camadas, sem núcleo picnótico, e folículos degenerados foram definidos 

quando apresentaram oócito com núcleo picnótico, retração citoplasmática e/ou células 

da granulosa desorganizadas (Silva et al., 2004). Foi feita a contagem de 90 folículos 

por grupo, sendo feita a análise de 30 folículos por lâmina dos grupos cultivados e 

controle fresco em 3 repetições. 

 Os diâmetros de folículos morfologicamente normais foram registrados a partir 

das extremidades externas da camada de células da granulosa. Foi utilizada a média de 

dois diâmetros perpendiculares (horizontal e vertical) (Jimenez et al., 2016), obtidos 

através do programa Image J (Fiji 1.46) (Ferreira; Rasband, 2012). Foram analisados 90 

folículos por tratamento. 

 

Análise da fragmentação do DNA in situ 

 

 A fragmentação do DNA em cortes de tecido ovariano cultivado, oriundo de 

cada grupo experimental, foram submetidas ao teste TUNEL (Terminal Deoxinucleitidil 

Transferase Uracil Nick End Labeling), utilizando o kit Apoptag Plus (Merck
®
), 

seguindo as recomendações do fabricante. Secções seriadas de 5 µm foram montadas 

sobre lâminas silanizadas secadas overnight a 37 ºC, desparafinizadas em xilol e 

hidratadas em concentrações decrescentes de etanol. Posteriormente, foram incubados 

em PBS (solução salina tamponada) por 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, 

a Proteinase K foi aplicada sobre as lâminas por 15 minutos.  
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 As lâminas foram então lavadas em água destilada e incubadas em peróxido de 

hidrogênio por 5 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e 

incubados em tampão de equilíbrio por 60 minutos a 4 ºC. Depois, os cortes foram 

incubados em TdT (transferase deoxitidil terminal) a 37 ºC por 1 hora em câmara úmida 

na ausência de luz. Na etapa seguinte, foi aplicada a solução stop por 10 minutos em 

temperatura ambiente, em seguida, as lâminas foram lavadas em PBS e incubadas com 

anti-digoxigenina. As lâminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com 

substrato cromogênico diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation
™

), contracorados 

com hematoxilina. As lâminas foram então lavadas em água corrente, desidratadas em 

concentrações crescentes de álcool e colocadas em xilol para serem montadas e 

observadas e fotografadas em microscópio de luz  (Leica DM 500 acoplado com câmara 

Leica ICC50 HD e software LAS EZ 4.3). 

 O índice apoptótico de proliferação celular foi determinado pela contagem de 

30 folículos por lâmina, sendo 3 lâminas por tratamento, considerando positivos para o 

teste TUNEL os folículos com o oócito marcado e/ou mais de 50% das células da 

granulosa marcadas em marrom (Bertoldo et al., 2014).  

 

Análise estatística 

 

 As análises morfológicas de folículos pré-antrais primordiais e em 

desenvolvimento (primários e secundários), as análises morfométricas (diâmetro 

folicular), foram submetidas à análise de variância (ANOVA), seguidas de comparações 

entre as médias, pelo teste de Tukey (versão 5.0; GraphPad.Prism; 2007). As variáveis 

qualitativas de folículos pré-antrais normais e degenerados e de presença de apoptose 

folicular pela imuno-histoquímica foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado (χ
2
).  

 Resultados de ativação folicular (primordial/desenvolvimento), morfologia 

(normal/degenerado) e apoptose (presente/ausente) foram apresentados em percentuais, 

o diâmetro folicular são apresentados em média ± erro padrão da média. Valores foram 

considerados significativos quando P< 0,05. 

 

 

RESULTADOS 
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No presente estudo, foi observado que a adição dos fatores IGF-1 e EGF ou IGF-

1, EGF e FSH associados, aumentou a ativação folicular apresentando maior percentual 

de folículos em desenvolvimento quando comparado ao αMEM
+
 e ao grupo controle 

fresco (P < 0,05) (Figura 1). 

 

Figura 1– Percentual de folículos primordiais e em desenvolvimento cultivados com 

IGF-1, EGF, e em associação IGF-1/EGF/FSH durante 8 dias.  

     

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT); a,b, Letras diferentes entre tratamentos representam 

diferença significativa (P < 0,05). 

 

 Não foi observada diferença no diâmetro dos folículos primordiais entre os 

tratamentos avaliados (P > 0,05). Entretanto, nos folículos em desenvolvimento, obteve-

se aumento nos diâmetros dos tratamentos IGF-1/EGF e IGF-1/EGF/FSH em relação ao 

grupo α-MEM
+
 e controle fresco (P < 0,05) (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Média ± desvio padrão da média do diâmetro de folículos pré-antrais ovinos  

Tratamentos Folículos Primordiais 

Folículos  em 

Desenvolvimento 

CT 17,3 ± 1,1 30,0 ± 3,0 

α-MEM
+
 16,7 ± 2,1 

a 
27,0 ± 3,6  

b 

IGF-1/EGF 18,0 ±1,0 
a 

48,3 ± 8,0 
a* 
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IGF-1/EGF/FSH 18,7 ± 0,6 
a 

50,3 ± 2,1 
a* 

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT), a,b,c, Letras minúsculas indicam diferença significativa 

entre colunas (P < 0,05);  

 

 Quando avaliada a morfologia, foi observada diminuição dos folículos normais 

no tratamento α-MEM
+ 

 em relação a todos os tratamentos (P < 0,05) (Figura 2). 

 

Figura 2 – Percentual de folículos pré-antrais ovinos normais cultivados com IGF-1/ 

EGF, IGF-1/ EGF/ FSH, ou  α-MEM
+
. 

 

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT); a,b, Letras diferentes entre tratamentos representam 

diferença significativa (P < 0,05).  

 

 No que se refere à apoptose, os tratamentos com IGF-1 e EGF ou IGF-1/EGF/ 

FSH, obtiveram maior número de folículos negativos ao teste TUNEL em relação ao 

αMEM
+
, porém menor em relação ao grupo controle fresco (P < 0,05) (Figuras 3 e 4). 
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Figura 3. Imagens representativas da coloração pela técnica de TUNEL, em fragmentos ovarianos  

cultivados durante 8 dias; As células TdT-positivas são representadas pela coloração marrom indicada 

pela seta vermelha. (A) α-MEM+. (B)  α-MEM+ associado a IGF-1/EGF/FSH. 

 

 

Figura 4 - Percentual de folículos pré-antrais positivos pela técnica de TUNEL, após 

cultivo in situ durante 8 dias. 
 

 

* Indica diferença do grupo controle fresco (CT); a,b, Letras diferentes entre tratamentos representam 

diferença significativa (P < 0,05). 

 

DISCUSSÃO 

 

 Diferentes concentrações vem sendo aplicadas na associação de cultivo in 

vitro contendo IGF-1 e EGF. A  escolha das concentrações de EGF (50 ng/mL) e IGF-I 
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(50 ng/mL),  neste trabalho, foi devido estas doses terem sido consideradas mais 

eficazes em estudos anteriores obtidos no laboratório (dados não publicados). 

 O estudo foi conduzido para analisar o efeito dos fatores EGF e IGF-I na fase 

inicial do desenvolvimento folicular na espécie ovina, entretanto faz-se necessário 

estudos com cultivos in situ mais tardios que avaliem a formação de antro e maturação 

nuclear. Tendo visto que, estudos em bovinos (LORENZO et al.,1994), suínos (REED 

et al., 1993) e bubalínos (PUROHIT et al.,2005)  demonstraram que a associação de 

IGF-I e EGF em diferentes concentrações estimularam a maturação nuclear e o 

desenvolvimento do oócito . 

 Na avaliação do desenvolvimento folicular nos tratamentos utilizados, foi 

observado que tanto o tratamento contendo IGF-1 e EGF, como IGF-1, EGF e FSH 

obtiveram um maior percentual de folículos em desenvolvimento do que o αMEM+, 

não divergindo entre si. A diminuição de folículos primordiais e o aumento de folículos 

em desenvolvimento após cultivo de 8 dias suplementados com a associação de IGF-I 

com EGF determinou a retomada do desenvolvimento folicular, caracterizada pela 

presença de oócitos envoltos com uma ou mais camadas de células da granulosa do tipo 

cúbica, o que também está associado ao aumento do diâmetro folicular, resultante da 

diferenciação e  proliferação das células da granulosa.  

Quando observado o diâmetro dos folículos pré-antrais, os tratamentos contendo 

IGF-1 e EGF com ou sem FSH obtiveram maior diâmetro dos folículos em 

desenvolvimento quando comparados ao grupo controle fresco e αMEM+. Estes 

resultados também foram observados em estudos avaliando o cultivo de folículos pré-

antrais caprinos, usando EGF (100 ng/mL) e FSH (100 ng/mL), que demonstraram a 

estimulação do aumento do diâmetro folicular, promovendo o crescimento de oócitos 

(Silva et al., 2004). 

 Isso pode ter ocorrido pelo fato da adição de IGF-1 e EGF, ao meio de cultura, 

proporcionar superior desenvolvimento folicular, formação de antro e proliferação de 

células da granulosa de folículos pré-antrais de diferentes espécies (bovina: Gutierrez et 

al., 2000,  suína: Mao et al., 2004; caprina: Zhou e Zhang, 2005; equina: Silva et al., 

2014 e felina: Alves et al., 2016).     

Em relação ao percentual de folículos normais, foi observado que os tratamentos 

contendo IGF-1 e EGF, adicionado ou não de FSH, mostraram normalidade semelhante 

ao controle fresco, tendo o grupo αMEM+ um menor percentual em relação aos demais 

tratamentos. Esses achados corroboram com Andrade et al. (2005) que demonstraram 
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que o EGF (100 ng/mL) e FSH (100 ng/mL) adicionados ao meio de cultura foram 

eficazes para sustentar a normalidade de folículos primordiais de caprinos. Peng et al. 

(2010) também observaram que a adição sequencial de FSH (200 mUI/mL), EGF (75 

ng/mL), GDF-9 (100 ng/mL) e bFGF (100 ng/mL) melhorou as taxa de sobrevivência e 

de folículos normais, em ovinos.  

 Zhou e Zhang (2005) observaram que IGF-1, FSH e EGF podem efetivamente 

manter a sobrevivência dos oócitos e a normalidade dos folículos pré-antrais de cabras. 

Bem como Alves et al. (2016) ao observarem folículos pré-antrais isolados de gatas, 

cultivados durante 6 dias em MEM suplementado com IGF-1 e EGF (100 ng/mL de 

cada), obtiveram maior número de folículos normais. 

 O desenvolvimento folicular na fase inicial está em sinergismo com a 

manutenção da viabilidade de folículos normais promovida pela ação dos fatores EGF e 

IGF-I no cultivo in situ, esta manutenção é observada pelo efeito dos fatores na 

integridade da morfologia celular, diminuição da retração da membrana citoplasmática e 

núcleos picnóticos, quando comparadas ao cultivo sem a suplementação.  

 A avaliação da apoptose dos folículos pré-antrais pela técnica TUNEL mostrou 

que os tratamentos IGF-1 e EGF, ou IGF-1, EGF e FSH obtiveram um menor 

percentual de marcação de folículos positivos que o αMEM+. A manutenção da 

viabilidade nos tratamentos contendo IGF-1 e EGF pode estar relacionada com a ação 

da combinação dos fatores na inibição da via que desencadeia a apoptose, este efeito 

pode ser observado quando os folículos foram submetidos a técnica do TUNEL 

identificando folículos em desenvolvimento com menores taxas de fragmentação 

nuclear quando cultivados com a associação dos fatores. 

 A mensuração dos níveis do processo apoptótico pela técnica TUNEL ainda é 

um dos parâmetros mais utilizados na identificação da viabilidade folicular (Bertoldo et 

al., 2014). Essa técnica já vem sendo utilizada para avaliação de apoptose em folículos 

secundários cultivados com IGF-1(50ng/mL), FSH (2mU/mL) e EGF(10ng/mL) em 

suinos após 8 dias de cultivo (Mao et al. 2004). Bertoldo et al. (2014) também 

utilizaram esta técnica para avaliar a apoptose de fragmentos de córtex ovariano, 

cultivados por 9 dias com meio suplementado com BMP I e II e FSH, em ovinos. 

 Sharma et al. (2010) demonstraram que o cultivo de folículos pré-antrais 

isolados de búfalos em meio contendo FSH (0,5 µg/mL), TGF-α e TGF-β1 (10 ng/mL), 

resultou em menor índice apoptótico, pela técnica TUNEL, quando IGF-I (100 ng/mL) 

foi adicionado ao cultivo. Peng et al. (2010), utilizando meio sequencial contendo FSH 



81 
 

(200 mUI/mL), EGF (75 ng/mL), GDF-9 (100 ng/mL) e bFGF (100 ng/mL) em 

folículos pré-antrais  inclusos em córtex ovariano de ovinos, observaram que o meio 

sequencial após 6, 12 e 18 dias de cultivo reduziu a apoptose. Demonstrando que os 

fatores IGF-1 e EGF atuam na redução da apoptose. 

 Além disso, Luciano et al. (2000) mostraram que, após maturação in vitro, 

tanto as células do cúmulus, quanto as da granulosa mural de bovinos, exibem respostas 

qualitativamente e quantitativamente diferentes ao IGF-I (50 ng/mL), obtendo melhores 

resultados quando foram cultivadas na presença de EGF (5 ng/mL), tanto para a síntese 

de DNA como para a redução da apoptose. Demonstrando que em sinergia esses fatores 

reduzem ainda mais a ação apoptotica do que isolados. 

 Segundo os dados obtidos, a retomada do desenvolvimento, o crescimento e a 

diminuição da apoptose folicular na fase inicial no cultivo in situ foi devido ao efeito da 

associação do IGF-I com EGF e não pela ação do FSH, uma vez que sua ausência não 

afetou as características analisadas. Entretanto é necessário analisar o efeito da sua 

ausência no desenvolvimento a longo prazo nas células que compõe a unidade do 

folículo. Já que estudos demonstram que o FSH associado ao EGF e IGF-I aumentou a 

taxa de clivagem e maiores rendimentos de mórula e blastocisto na espécie ovina  

(SHABANKAREH & ZANDI, 2010), aumentou a sobrevivência dos oócitos e a 

normalidade dos folículos pré-antrais de cabras (ZHOU E ZHANG, 2005) e afetou 

significativamente o aumento do diâmetro de folículos secundários em suínos (MAO et 

al., 2004).  

 

CONCLUSÕES 

 

Conclui-se que IGF-1 e EGF quando associados, acrescido ou não FSH atuam na 

ativação e diferenciação folicular, promovem o crescimento de folículos em 

desenvolvimento e reduzem a apoptose das células foliculares.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos neste estudo poderão servir de base para o 

aperfeiçoamento e elaboração de meios de cultivos capazes de propiciar ótimas 

condições de desenvolvimento folicular in vitro. Os resultados mostraram que a adição 

de IGF-1 pode ser utilizada com sucesso em cultivo de folículos pré-antrais inclusos em 

foliculos ovarianos durante 8 dias, melhorando a ativação folícular e redizindo a 

apoptose. Além disso, foi demonstrado que o IGF-1 e o EGF  acrescidos ou não do FSH 

podem propiciar melhores condições para o desenvolvimento, aumento do diâmetro 

folicular e redução da apoptose de folículos pré-antrais ovinos após cultivo in situ por 8 

dias. No entanto, estudos complementares utilizando hormônios e fatores de 

crescimento isolados ou em associação serão necessários, visto que a produção in vitro 

de embriões a partir de folículos pré-antrais, um dos principais objetivos da biotécnica 

de MOIFOPA, ainda apresenta índices insatisfatórios na espécie ovina. 
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