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RESUMO 
 
SILVA, Talita Fernandes da, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, outubro de 2014. Efeito 
da Somatotropina Recombinante Bovina (rbST) no desenvolvimento in vitro de folículos 
pré-antrais de bovinos. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Coorientadores: José 
Domingos Guimarães e Ademir de Moraes Ferreira. 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da Somatotropina Recombinante Bovina (rbST) 

sobre a sobrevivência, a ativação e o crescimento de Folículos Ovarianos Pré-antrais (FOPA) 

de bovinos cultivados in vitro. O experimento foi desenvolvido no Laboratório de 

Reprodução Animal da Universidade Federal de Viçosa. Os ovários foram obtidos de fêmeas 

bovinas abatidas em frigorífico e transportados ao laboratório em aproximadamente uma hora 

após a coleta. No laboratório, a região parenquimatosa foi fragmentada, sendo um dos 

fragmentos de cada ovário imediatamente fixado para Histologia Clássica (HC) e Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET), constituindo o controle não cultivado. Em seguida, os 

demais fragmentos/folículos foram cultivados in situ por um e sete dias, em estufa a 38,5ºC e 

5% de CO2, em Meio Essencial Mínimo suplementado (controle cultivado), na ausência ou 

presença de diferentes concentrações de rbST (10, 50, 100 e 1000ng/mL). A troca de meio foi 

realizada a cada dois dias. Após um e sete dias, os fragmentos ovarianos foram fixados e 

corados para posterior análise histológica. Nesta análise, os folículos foram classificados 

como normais ou degenerados, bem como primordiais ou ativados. O diâmetro folicular foi 

mensurado com auxílio de uma ocular micrométrica. Na avaliação ultraestrutural foi 

observada a integridade da membrana basal, das organelas citoplasmáticas e o grau de 

vacuolização citoplasmática. Após um e sete dias de cultivo in vitro, o percentual de folículos 

normais em fragmentos não cultivados foi superior (P<0,05) quando comparado aos folículos 

cultivados com o meio base e na presença das diferentes concentrações de rbST. Nenhuma 

das concentrações de rbST manteve as taxas de sobrevivência folicular após sete dias de 

cultivo. Quanto ao estádio de desenvolvimento, a ativação folicular ocorreu independente da 

presença da rbST no meio de cultivo. Apenas os folículos cultivados na presença de 

1000ng/mL apresentaram o diâmetro dos ovócitos semelhante (P>0,05) ao do controle não 

cultivado, após um dia de cultivo. Após um e sete dias de cultivo, o diâmetro dos folículos 

cultivados na presença de 1000ng/mL de rbST foi  superior (P<0,05) aos folículos cultivados 

apenas com o MEM+ e com 10ng/mL de rbST. As características ultraestruturais 

demonstraram que após sete dias de cultivo em meio contendo 1000ng/mL de rbST, houve 
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danos à membrana nuclear e basal, alteração nas células da granulosa, bem como aumento da 

vacuolização e baixa densidade de organelas no citoplasma. Conclui-se que as concentrações 

de 10, 50 e 100ng/mL de rbST não tem efeitos benéficos sobre a sobrevivência, a ativação e o 

crescimento de folículos pré-antrais de bovinos. A concentração de 1000ng/mL de rbST 

aumenta o diâmetro folicular, entretanto não tem efeitos benéficos sobre a sobrevivência e a 

ativação de folículos pré-antrais de bovinos cultivados in vitro durante um e sete dias. 
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ABSTRACT 
 
SILVA, Talita Fernandes da, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, october, 2014. Effect of 
Recombinant Bovine Somatotropin (rbST) on in vitro development of preantral follicles 
of cattle. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Co-advisers: José Domingos Guimarães and 
Ademir de Moraes Ferreira. 
 
 
The aim of this study was to evaluate the effect of Recombinant Bovine Somatotropin (rbST) 

on survival, activation and growth of Preantral Ovarian Follicles of cattle grown in vitro. The 

experiment was conducted at the Laboratory of Animal Reproduction, Federal University of 

Viçosa. Ovaries were obtained from cows slaughtered in a slaughterhouse and transported to 

the laboratory in approximately one hour after collection. In the laboratory, the parenchymal 

region was fragmented, being one of the fragments of each ovary immediately fixed for 

Histology Classic and Transmission Electron Microscopy, constituting the control. Then, the 

remaining fragments / follicles were cultured in situ for one and seven days in an incubator at 

38.5°C and 5% CO2 in Minimal Essential Medium supplemented (cultured control) in the 

absence or presence of different concentrations of rbST (10, 50, 100 and 1000ng/ml). The 

medium change was performed every two days. After one and seven days, ovarian fragments 

were fixed and stained for subsequent histological analysis. In this analysis, the follicles were 

classified as normal or degenerated, as well as primary or activated. Follicular diameter was 

measured with the aid of an ocular micrometer. In the ultrastructural evaluation, were 

analysed the integrity of the basement membrane, the cytoplasmic organelles and the degree 

of vacuolation. After one and seven days of in vitro culture, the percentage of normal follicles 

in not cultivated fragments was higher (P<0.05) when compared to follicles cultured with 

basal medium and in the presence of different concentrations of rbST. Neither concentration 

of rbST kept rates follicle viability after seven days. In relation the development, follicular 

activation occurred independent of the presence of rbST in the culture medium. Only follicles 

cultured in the presence of 1000ng/ml showed the diameter of oocytes similar (P>0.05) to the 

not cultived control, after one day. After one and seven days of cultivation, the diameter of 

follicles cultured in the presence of 1000ng/ml rbST was higher (P<0.05) to the found in only 

follicles cultured with MEM and 10ng/ml of rbST, respectively. Results showed that after 

seven days of culture in medium containing 1000 ng/ml rbST, there was damage to nuclear 

and basement membrane changes in granulosa cells as well as increased vacuolation and low 

density of organelles in the cytoplasm. It was concluded that concentrations of 10, 50 and 100 
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ng/ml rbST has no beneficial effect on survival, growth and activation of preantral follicles in 

cattle. The concentration of 1000ng/mL rbST increases follicular diameter, but has no 

beneficial effects on the survival and activation of preantral follicles in cultured bovine in 

vitro for one and seven days. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O crescente desenvolvimento da pecuária brasileira tem levado a uma busca incessante 

pela produção e reprodução de espécies com interesse econômico. Para tanto, é fundamental o 

desenvolvimento e a aplicação de biotécnicas da reprodução (CELEGHINI, 2005). 

Dentre as biotécnicas que se aplicam a bovinos está a Inseminação Artificial (IA), a 

Transferência de Embriões (TE), a Produção in vitro de Embriões (PIVE), a Criopreservação 

de Embriões ou Ovócitos e, mais recentemente, a Manipulação de Ovócitos Inclusos em 

Folículos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA) (FIGUEIREDO et al., 2008). 

Os Folículos Ovarianos Pré-antrais (FOPA) compreendem cerca de 90% de toda 

população folicular presente no ovário de mamíferos (LIU et al., 2001). Entretanto, no 

processo fisiológico ocorrido in vivo, mais de 99% destes sofre atresia (MAO et al., 2002). 

Considerando esta perda tão expressiva, têm-se a extrema importância da MOIFOPA, a qual 

possui como objetivo principal a recuperação dos mesmos para que sejam cultivados in vitro 

até atingirem sua maturação.  

Como principais perspectivas da implementação desta biotécnica, têm-se a 

maximização da produção in vitro de embriões, resultando na preservação e disseminação do 

material genético de um animal. Além disto, a possibilidade de maior elucidação da fisiologia 

ovariana e dos mecanismos e fatores envolvidos na foliculogênese desde a fase inicial 

(FIGUEIREDO et al., 2008). Apesar de promissora, a técnica ainda apresenta resultados 

pouco significativos. 

 Assim, vários pesquisadores têm utilizado diferentes hormônios (FLAWS et al., 1997) 

e fatores de crescimento (MATOS et al., 2007) no cultivo in vitro desses folículos, visando a 

definição de um sistema adequado que permita sua viabilidade e crescimento.  

Dentre os hormônios que têm sido alvo de pesquisas na área de reprodução animal está 

a Somatotropina Recombinante Bovina (rbST). Este possui influência nos mecanismos 

relacionados ao crescimento e maturação folicular (PAVLOK et al., 1995; IGA et al., 1998), 

bem como na regulação de processos fisiológicos dos animais. Assim, acredita-se que o 

mesmo possa exercer influência na sobrevivência e no crescimento de FOPA. 

Neste contexto, considerando o grande valor econômico que a espécie bovina 

representa em todo território brasileiro, objetiva-se avaliar o efeito da rbST na sobrevivência e  

no desenvolvimento de folículos pré-antrais de bovinos cultivados in vitro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 O ovário e a oogênese  

O ovário é um dos principais órgãos relacionados à reprodução de fêmeas mamíferas. 

Este é composto por vários tipos de células diferenciadas que, em conjunto, promovem suas 

funções endócrina e exócrina (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006). Quanto à função 

endócrina, o ovário é responsável pela produção e liberação de hormônios esteroides e 

peptídeos, enquanto a função exócrina ou gametogênica visa a produção e liberação de 

ovócitos (SAUMANDE, 1991). 

Este órgão é constituído por duas regiões, a vasculosa e a parenquimatosa, circundadas 

por um epitélio superficial (SILVA, 2005). Na região vasculosa, localizada mais 

internamente, estão contidos os nervos, os vasos sanguíneos e os linfáticos, responsáveis por 

sua nutrição e sustentação. Já na região parenquimatosa estão contidos folículos ovarianos e 

corpos lúteos em diferentes estádios de desenvolvimento (HAFEZ, 2004). A função do ovário 

durante a vida reprodutiva das fêmeas depende de uma associação de fatores parácrinos e 

endócrinos, os quais atuam coordenando o processo conhecido como foliculogênese ovariana 

(SARAIVA et al., 2010). 

Os estádios iniciais do desenvolvimento ovariano em mamíferos, ainda no período 

intrauterino, são desencadeados pela migração das Células Germinativas Primordiais (CGP) 

para a gônada primitiva (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006). Imediatamente após a 

diferenciação das gônadas, ocorre a transformação das CGP em oogônias meioticamente 

ativas. Posteriormente, estas oogônias se diferenciam em ovócitos primários ou imaturos, os 

quais sofrem uma parada no seu desenvolvimento (SUH et al., 2002) em prófase I no estádio 

de dictióteno.  

Os ovócitos primários são circundados por uma camada de quatro a oito células da 

pré-granulosa, de formato pavimentoso, formando os folículos primordiais, iniciando assim a 

foliculogênese (FIGUEIREDO et al., 2008). Após a formação dos folículos primordiais, 

alguns podem ser estimulados a crescer imediatamente ou, na maioria destes, as células da 

pré-granulosa param de se multiplicar e entram num período de quiescência até receberem 

sinais para entrar no pool de crescimento (McGEE & HSUEH, 2000).   

Os ovócitos primários inclusos nesses folículos encontram-se na fase de prófase I da 

meiose. A progressão da divisão meiótica ocorre somente na puberdade, com a liberação do 
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pico pré-ovulatório de Hormônio Folículo Estimulante (FSH) e Hormônio Luteinizante (LH), 

originando assim os ovócitos secundários, ocorrendo uma nova parada da meiose na fase de 

metáfase II. A meiose será retomada novamente somente após a fecundação do ovócito pelo 

espermatozoide, originando o ovócito haploide fecundado, marcando assim o fim da oogênese 

(FIGUEIREDO et al., 2008). 

 

2.2 Foliculogênese 

A foliculogênese, evento iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, pode ser 

definida como o processo de formação, crescimento e maturação folicular. Ela ocorre 

simultaneamente à oogênese, quando o ovócito está entre as fases de prófase I e metáfase II, 

na maioria das espécies (MARTINS et al., 2008). O início se dá com a formação do folículo 

primordial que, após diversas modificações estruturais, culmina com o estádio de folículo de 

Graaf ou pré-ovulatório (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O início do crescimento 

folicular, também conhecido como ativação, é um processo que ocorre pela transição dos 

folículos do pool de reserva para o pool de folículos em crescimento (RÜSSE, 1983).  

O folículo ovariano é a unidade morfofuncional do ovário e é formado por vários tipos 

celulares, sendo composto por um ovócito circundado por células da granulosa e tecais. De 

acordo com o grau de evolução, os folículos podem ser divididos em dois grupos: folículos 

pré-antrais ou não cavitários (folículos primordiais, de transição, primários e secundários) e 

folículos antrais ou cavitários (folículos terciários, de Graaf ou pré-ovulatório) (HULSHOF et 

al., 1994). 

Os folículos primordiais são constituídos por um ovócito imaturo, circundado por uma 

simples camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (HUTT et al., 2006). As 

características morfológicas que marcam a ativação destes folículos são o aumento do 

diâmetro ovocitário, a proliferação das células da granulosa e a mudança na morfologia destas 

células de pavimentosas para cúbicas. Durante este período em que os folículos apresentam 

células da granulosa tanto pavimentosas quanto cúbicas, são denominados de folículos de 

transição ou intermediários (FORTUNE, 2003; ARAÚJO et al., 2010).  

Em seguida, quando o ovócito é circundado por uma camada completa de células da 

granulosa de morfologia cúbica, os folículos vêm a ser denominados de primários 

(GOUGEON & BUSSO, 2000). Posteriormente, duas ou mais camadas de células da 

granulosa são formadas ao redor do ovócito, o folículo então recebe a denominação de 
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secundário. Nesta fase, é possível a visualização da zona pelúcida em torno do ovócito 

(FORTUNE, 2003). Com o desenvolvimento dos folículos secundários e a organização das  

células da granulosa em múltiplas camadas, ocorre a formação de uma cavidade repleta de 

líquido denominada antro, que confere a classificação destes folículos em terciários e pré-

ovulatórios (BARNETT et al., 2006).  

Os folículos primordiais possuem diâmetro médio de 35,23; 18,00 e 33,00m em 

bovinos (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), ovinos (AMORIM et al., 2000) e caprinos 

(BEZERRA et al., 1998), respectivamente. É importante ressaltar que estes folículos 

primordiais representam cerca de 95% do total de FOPA presentes no ovário (ERICKSON, 

1986).  

Segundo Campbell (2009), o desenvolvimento folicular parece ocorrer em três fases 

distintas. Na primeira, o desenvolvimento ocorre na ausência de gonadotrofinas e parece ser 

controlado apenas pela expressão de fatores de crescimento locais. Na segunda fase, eles 

começam a ser responsivos, mas não requerem a presença de hormônios gonadotróficos para 

manter o desenvolvimento normal. Já na terceira fase, existe uma alta dependência 

gonadotrófica para o desenvolvimento dos folículos antrais.  

A ativação, ou seja, a passagem dos folículos primordiais do estádio de quiescência 

para a fase de crescimento é a primeira e essencial etapa, em que os folículos primordiais 

saem do estádio de repouso e iniciam seu desenvolvimento. Os mecanismos precisos que 

controlam o início de sua progressão ainda são pouco esclarecidos. Em espécies mamíferas, o 

contínuo crescimento folicular é controlado tanto por hormônios gonadotróficos e 

somatotróficos, como por fatores de crescimento que agem, direta ou indiretamente, de forma 

autócrina ou parácrina (MARTINS et al., 2008). 

 

2.3 Atresia folicular 

A população folicular difere entre as espécies, sendo de aproximadamente 35.000 na 

cabra (LUCCI et al., 1999) e 235.000 na vaca (BETTERIDGE et al., 1989). Os FOPA 

representam 90% da população folicular e constituem o estoque de gametas femininos (LIU et 

al., 2001). 

Apesar da grande população folicular presente no ovário mamífero, a grande maioria 

dos folículos (aproximadamente 99%) não culmina em ovulação. Estes folículos sofrem um 

processo denominado de atresia. Em folículos pré-antrais, as primeiras alterações indicativas 
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de atresia ocorrem no ovócito, como, por exemplo, retração da cromatina nuclear e 

fragmentação ovocitária (MORITA & TILLY, 1999).  

O processo de atresia folicular ocorre de duas maneiras, pela via degenerativa 

(SAUMANDE, 1991) e/ou apoptótica (FIGUEIREDO et al., 1995). Na via degenerativa, a 

isquemia pode ser uma das principais causas do desencadeamento da morte folicular 

(FARBER, 1982). Esta resulta em alterações na permeabilidade da membrana celular, 

aumento de água intracelular, vacuolização citoplasmática e, consequentemente, degeneração 

(BARROS et al., 2001). As mudanças observadas nos folículos primordiais e primários 

degenerados mostraram ovócitos retraídos com núcleos picnóticos e numerosos vacúolos no 

citoplasma (SILVA et al., 2002). 

Já a apoptose é um sistema de morte celular programada encontrado em todos os 

organismos multicelulares, ocorrendo em tecidos que estão sofrendo alterações de 

desenvolvimento ou respondendo a um estímulo fisiológico. A alteração típica observada é a 

condensação da cromatina (MARKSTRÖM et al., 2002). Sabe-se que se trata de um evento 

geneticamente determinado, ou seja, depende da expressão de genes pró e anti-apoptóticos 

(HUSSEIN, 2005). Duas famílias regulam este processo: caspases e Bcl-2. As caspases são 

consideradas as executoras principais da via apoptótica e atuam ativando DNAses, que são 

responsáveis pela fragmentação do DNA internucleossomal. Já a família Bcl-2 compreende 

tanto genes anti-apoptóticos, quanto pró-apoptóticos (MARKSTRÖM et al., 2002).  

A atresia folicular e os fatores que influenciam este processo são extensivamente 

estudados e tem sido demonstrado que alguns hormônios e fatores de crescimento estão 

envolvidos na sua regulação (HSU & HSUEH, 2000). Desta forma, visando evitar a enorme 

perda folicular que ocorre naturalmente in vivo pela atresia, têm sido desenvolvidos vários 

modelos de cultivo in vitro, no intuito de possibilitar o estudo dos fatores que controlam a 

atresia e, consequentemente, o crescimento folicular.  

 

2.4 Sistemas de cultivo in vitro de FOPA 

O cultivo in vitro de folículos ovarianos é uma das etapas da biotécnica de 

Manipulação de Ovócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA). Esta 

técnica vem sendo amplamente empregada com o intuito de avaliar o efeito de diferentes 

substâncias, em diferentes concentrações, sobre diferentes fases do desenvolvimento folicular, 

a fim de se mimetizar in vitro os eventos que ocorrem in vivo no ovário. Além disso, o cultivo 
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folicular tem por objetivo fornecer um grande número de ovócitos viáveis para posterior 

utilização em outras biotécnicas, como a fecundação in vitro, a transgenia e a clonagem.  

O cultivo in vitro de FOPA permite o desenvolvimento folicular, assegurando o 

crescimento e a maturação dos ovócitos, bem como a multiplicação e diferenciação das 

células da granulosa inclusas nesses folículos (FIGUEIREDO et al., 2002). 

O cultivo de tecido ovariano tem sido usado para avaliar a importância da 

vascularização (FORTUNE et al., 2000), apoptose (FLAWS et al., 2001) e fatores de 

crescimento (ERICKSON, 2001) para o desenvolvimento de folículos primordiais (O’BRIEN 

et al., 2003).  

Diferentes métodos de cultivo in vitro têm sido desenvolvidos a fim de se manter a 

viabilidade e promover o crescimento de FOPA in vitro (CHAVES et al., 2010). Dentre estes 

métodos, estão o cultivo isolado e o cultivo in situ. 

O princípio das técnicas de isolamento folicular consiste na dissociação ou separação 

dos FOPA dos demais componentes do estroma ovariano, como fibroblastos, fibras colágenas 

e elásticas e fibronectina (FIGUEIREDO et al., 2008). Para o isolamento, utilizam-se métodos 

enzimáticos ou instrumentos mecânicos. O tratamento enzimático baseia-se na utilização de 

enzimas digestivas que digerem o estroma ovariano e, assim, permitem o isolamento de um 

grande número de pequenos folículos. Com relação aos procedimentos mecânicos de 

isolamento folicular, aqueles comumente utilizados são o Tissue Chopper, tesouras cirúrgicas 

e agulhas dissecantes (KURVILA, 2007).  

Além do isolamento folicular, o outro método utilizado é o cultivo in situ. Neste 

procedimento, pequenos fragmentos de córtex ovariano são obtidos com auxílio de um bisturi 

e cultivados em poços de placas de cultivo. Os cortes são superficiais, tendo em vista que é 

neste local que se encontram os folículos (SILVA et al., 2004).  

O cultivo de pequenos fragmentos de córtex ovariano, rico em folículos primordiais, 

tem sido realizado para o estudo da ativação e do crescimento de folículos primordiais em 

diferentes espécies, como ovinos (ANDRADE et al., 2005) e bovinos (BRAW-TAL & 

YOSSEFI, 1997). Esse sistema de cultivo tem como principal vantagem a manutenção da 

integridade folicular e das interações entre as células foliculares e do estroma, facilitando a 

perfusão do meio para o tecido ovariano (TELFER, 1996). Esta interação é bastante benéfica 

para o desenvolvimento folicular, tendo em vista os efeitos hormonais autócrinos e parácrinos 

exercidos sobre as células ovarianas.  
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Atualmente, vários autores têm utilizado sistemas de cultivo in situ para estudar o 

desenvolvimento de folículos pré-antrais em roedores e ruminantes (VAN DEN HURK & 

ZHAO, 2005). Apesar de estar sendo estudado em diferentes espécies animais há relato de 

desenvolvimento completo in vitro apenas em camundongos (O’BRIEN, 2003).  

Em bovinos, os primeiros estudos sobre cultivo in vitro de FOPA ocorreram na década 

de 90 (FIGUEIREDO et al., 1994) e o melhor resultado relatado para esta espécie, até o  

momento, foi a formação da cavidade antral (GUTIERREZ et al., 2000; ITOH et al., 2002). 

Apesar dos esforços, para animais domésticos ainda não foi desenvolvido um sistema de 

cultivo adequado capaz de promover o completo desenvolvimento de FOPA iniciais 

(primordiais, de transição, primários e secundários) até o estádio de pré-ovulatório (SILVA et 

al., 2004). 

 

2.5 Meio de cultivo para o desenvolvimento in vitro de FOPA 

Diversos sistemas de cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais têm sido 

sugeridos por diferentes pesquisadores, porém os resultados em relação à viabilidade e ao 

desenvolvimento folicular são variáveis, dependendo do meio de cultivo utilizado (MATOS et 

al., 2007).  

Dentre as substâncias acrescidas ao meio de cultivo de FOPA da espécie bovina estão 

fatores de crescimento e hormônios (GUTIERREZ et al., 2000), ácido ascórbico, piruvato, 

glutamina, hipoxantina, insulina, transferrina e selênio (FIGUEIREDO et al., 1994). Foi 

descrito por Figueiredo et al. (1994) que o acréscimo de piruvato (0,23 mM), glutamina (2 

mM) e hipoxantina ao meio de cultivo de base (MEM), suplementado com ITS (Insulina – 

6,25 μg/mL, Transferrina - 6,25 μg/mL e Selênio - 6,25 μg/mL) aumenta significativamente a 

porcentagem de folículos morfologicamente normais durante o cultivo.  

A insulina é normalmente adicionada ao meio de cultivo como fator de sobrevivência, 

permitindo um melhor aproveitamento das fontes de energia do meio (LIU et al., 2002). 

Adicionalmente, o selênio e a transferrina também são importantes substâncias a serem 

acrescentadas. Alguns autores sugerem que o processo de maturação folicular está 

relacionado a altas concentrações de transferrina e seus receptores na célula e que selênio 

pode ser adicionado ao meio de cultivo para ativar enzimas envolvidas na detoxificação e 

eliminação de radicais livres (DEMEESTERE et al., 2004).  
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Em mamíferos, o crescimento folicular contínuo é controlado tanto por hormônios 

gonadotróficos e somatotróficos, como por fatores de crescimento que agem de forma 

autócrina ou parácrina (MARTINS et al., 2008). Acredita-se que o desenvolvimento de FOPA 

independe das gonadotrofinas, mas é influenciado por fatores intraovarianos, como kit Ligand 

(KL) ou Fator de Células Tronco (SCF) (HUTT et al., 2006), Fator de Crescimento e 

Diferenciação-9 (GDF-9) (WANG & ROY, 2004) e Proteínas Morfogenéticas Ósseas-15 

(BMP-15) (FORTUNE, 2003). 

Além destes, autores também relatam a participação do Fator de Crescimento 

Semelhante à Insulina-1 (IGF-1) (GUTIERREZ et al., 2000), Fator de Crescimento 

Fibroblástico (FGF) (WANDJI et al., 1996), Fator de Crescimento do Endotélio Vascular 

(VEGF) (YANG & FORTUNE, 2007) e Fator de Crescimento Epidermal (EGF) (ANDRADE 

et al., 2005). 

A ativação e o crescimento de FOPA é um processo dependente de diversos fatores, 

que podem agir sobre o ovócito, ou nas células da granulosa e da teca. A atividade destes 

fatores pode ser isolada ou combinada e até mesmo modular o efeito de hormônios, o que 

demonstra que o crescimento folicular é regulado por uma complexa interação entre diversas 

substâncias intra e extraovarianas (SILVA et al., 2005). Assim, atualmente, as pesquisas 

baseiam-se na busca por novas substâncias, como hormônios e fatores de crescimento, que 

assegurem a ativação e o desenvolvimento dos FOPA. 

 

2.6 Somatotropina Recombinante Bovina (rbST) 

A Somatotropina Bovina (bST), ou hormônio do crescimento (GH), é um peptídeo 

composto por 192 aminoácidos sintetizado por células localizadas na adeno-hipófise que 

participa de vários processos fisiológicos e metabólicos de bovinos (FERREIRA, 2002). Ela 

liga-se a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimular o seu crescimento 

(HERRINGTON & CARTER-SU, 2001). 

A partir da década de 80, teve início a produção em escala industrial da Somatotropina 

Recombinante Bovina (rbST), um fator de crescimento produzido a partir da técnica de DNA 

recombinante em Escherichia coli (SANTOS et al., 2001), no intuito de promover o aumento 

da produtividade de vacas leiteiras. Atualmente, este fator de crescimento também tem sido 

utilizado para o incremento em diferentes aspectos da reprodução de animais da espécie 

bovina.  
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A rbST atua na regulação de processos fisiológicos e metabólicos dos animais por 

meio da síntese de Fator de Crescimento Semelhante à Insulina tipo 1 (IGF-1) e Proteínas 

Transportadoras de IGF (IGFPB) (GONG et al., 1997). De acordo com Ramos (2007), a 

atuação conjunta destes é fundamental no controle da função ovariana, melhorando a 

qualidade dos ovócitos e, consequentemente, a maturação e a formação de blastocistos in 

vitro. 

Receptores de Somatotropina e IGF-1 têm sido encontrados em ovócitos imaturos e 

nas células da granulosa e do cumulus de bovinos (LONERGAN et al., 2000). Também 

Eckery et al. (1997) demonstraram que o RNAm para o receptor do GH é abundante no 

ovócito e nas células da granulosa de FOPA de ovelhas. Assim, vários autores desenvolveram 

estudos no intuito de verificar os efeitos benéficos da rbST sobre os aspectos reprodutivos de 

animais de produção. 

Dentre os resultados satisfatórios relatados pelos autores, está o aumento da população 

de folículos durante a fase de recrutamento (BURATINI JR. et al., 1999; KOZICKI et al., 

2005), melhora na qualidade de folículos quando associada ao FSH (RAMOS, 2007) e 

aceleração no desenvolvimento embrionário (MANN & LAMMING, 2001). Roth et al. 

(2002), sugerem que o efeito benéfico da rbST no desenvolvimento embrionário pode estar 

relacionado a influências diretas ou indiretas no microambiente folicular e/ou no próprio 

ovócito.   

Avaliando a influência deste hormônio em receptoras inovuladas com embriões, 

Marques (2006), observou que a aplicação de 500mg no dia do estro aumentou a taxa de 

gestação destes animais. Resultado semelhante foi obtido por Vasconcelos (2011), que 

trabalhando com a mesma concentração, observou maior viabilidade de embriões de doadoras 

submetidas ao tratamento com o hormônio. Efeito positivo também foi encontrado por Pavlok 

et al. (1995), que constataram a maior preservação dos ovócitos da atresia por degeneração. 

Entretanto, Moraes Junior (2008) não encontrou modificações na resposta ovariana no que se 

refere a embriões viáveis, estruturas degeneradas e não fertilizados após tratamento prévio de 

vacas superovuladas com FSH, em associação com dose única de rbST. 

Com relação à utilização deste hormônio em cultivos in vitro, Drakakis et al. (1995) 

relataram efeitos benéficos do mesmo sobre a fase pré-implantacional e desenvolvimento de 

embriões de camundongos. Estes autores observaram que a adição de 0,2ug/mL de GH ao 

meio de cultivo resultou em 87% de blastocistos formados.  
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Com o intuito de verificar os efeitos de várias concentrações (0.1, 1, 10, 100, 

1000ng/mL) de rbST sobre a maturação nuclear e citoplasmática de ovócitos bovinos in vitro 

e desenvolvimento embrionário após a fertilização in vitro, constatou-se que a presença das 

maiores concentração de rbST melhoraram as taxas de maturação e, consequentemente, o 

desenvolvimento embrionário até a fase de blastocisto (IGA et al., 1998). 

Em trabalhos com FOPA de camundongas, foi demonstrado que o GH, na 

concentração de 1mg/mL, aumentou o diâmetro folicular durante quatro dias de cultivo 

(KIKUCHI et al., 2001). Já em bovinos, a utilização de 100ng/mL de GH adicionado de 

insulina aumentou a proliferação das células da granulosa cultivadas por quatro dias 

(LANGHOUT et al., 1991).  

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo a avaliação do efeito da rbST, no 

meio de cultivo, sobre a sobrevivência, a ativação e o crescimento de FOPA de bovinos 

cultivados in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Localização 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Reprodução Animal e Laboratório de 

Histopatologia do Departamento de Veterinária (DVT), no Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária (BioAgro) e no Núcleo de Microscopia e Microanálise da 

Universidade Federal de Viçosa. 

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do 

CEUA/UFV (protocolo: 485/2013) sendo as normas desta comissão seguidas rigorosamente.  

 

3.2 Procedência dos ovários 

Foram utilizados 5 pares de ovários de fêmeas bovinas coletados assepticamente no 

Frigorífico Sabor de Minas, localizado na cidade de Muriaé (MG). Imediatamente após a 

coleta, os mesmos foram lavados em álcool 70% e em Meio Essencial Mínimo (MEM), 

suplementado com antibióticos (Penicilina e Estreptomicina). Em seguida, os ovários foram 

transportados ao laboratório em MEM a 4ºC em aproximadamente uma hora, de acordo com o 

protocolo desenvolvido por Chaves et al. (2008).  

3.3 Meio de cultivo base 
O meio de cultivo de base foi o MEM (Osmolaridade: 300 mOsm/L, pH: 7,2-7,4 – 

Sigma, St Louis, MO, USA) adicionado de uma solução de Insulina Transferrina Selênio 

(ITS), 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina e 1,25 mg/mL de Albumina Sérica Bovina 

(BSA). Este meio foi chamado de MEM+ e constituiu o controle cultivado. 

 

3.3 Protocolo experimental 

Cada par ovariano correspondeu a uma repetição (total de 5 repetições). Para o cultivo 

in situ, a região parenquimatosa de ambos os ovários foi seccionada com auxílio de pinça e 

bisturi em fragmentos de aproximadamente 3x3x1mm, dos quais um foi escolhido 

aleatoriamente e imediatamente fixado para Histológica Clássica (HC) e Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET), constituindo o controle não cultivado. Os fragmentos 

restantes foram cultivados individualmente em placas de 24 poços, contendo 1mL de MEM+ 

(controle cultivado) em cada poço, acrescidos de 10, 50, 100 e 1000ng/mL de rbST. 
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O cultivo foi realizado em estufa a 5% de CO2 e 38,5ºC e o meio foi totalmente 

substituído a cada dois dias. Os fragmentos foram retirados após um e sete dias de cultivo in 

vitro para os procedimentos de Histologia Clássica e Microscopia Eletrônica de Transmissão.  

 

3.4 Processamento para Histologia Clássica  

Os folículos foram fixados em Carnoy por quatro horas e destinados à Histologia 

Clássica. Primeiramente foram desidratados em concentrações crescentes de etanol (70, 80, 

90 e 100%), e em seguida diafanizados em Xilol. Os fragmentos foram então incluídos em 

blocos de parafina e seccionados seriadamente à espessura de 7m. Cada secção foi montada 

em lâmina e corada pela técnica de Periodic Acid Schiff (PAS) e Hematoxilina. Todas as 

secções foram examinadas utilizando um microscópio óptico. 

Foram analisados 30 folículos por tratamento. Com relação à sobrevivência folicular, 

os folículos foram classificados em normais ou degenerados. Os FOPA presentes no tecido 

ovariano foram considerados morfologicamente normais quando apresentavam células da 

granulosa organizadas circundando o ovócito, enquanto que o mesmo apresentava-se esférico 

ou ligeiramente alongado, com núcleo sem evidência de picnose (BRUNO et al., 2008). Já os 

degenerados foram assim caracterizados de acordo com a desorganização das células da 

granulosa e com a presença de áreas de retração citoplasmática e picnose nuclear (SILVA et 

al., 2002). 

Quanto ao estádio de desenvolvimento, os FOPA foram classificados como 

primordiais (ovócito circundado por células da pré-granulosa de formato pavimentoso) e 

ativados (a partir do estágio de transição, no qual o ovócito é circundado por pelo menos três 

células da granulosa de formato cúbico) (BRUNO et al., 2008). A proporção de folículos 

primordiais e em desenvolvimento foi calculada no dia zero (controle não cultivado) e após 

um e sete dias de cultivo, nos diferentes tratamentos testados. Os diâmetros ovocitário e 

folicular foram mensurados com auxílio de uma ocular micrométrica, sendo a mensuração 

realizada em folículos classificados como normais na análise histológica.  

 

3.5 Processamento para Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Os procedimentos para a Microscopia Eletrônica de Transmissão foram realizados 

conforme descrito por Costa (1994).  
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Para fixação dos fragmentos, foi utilizada a solução de glutaraldeído a 1% em tampão 

fosfato 0,15 mol L-1 e pH 7,6 por uma hora. Após a fixação, foram lavados no mesmo tampão 

e submetidos à pós-fixação em tetróxido de ósmio a 1% por uma hora a 4ºC. Após três 

lavagens sucessivas em água bidestilada, foi realizada a desidratação em concentrações 

crescentes de etanol (50, 75, 90 e 100%), durante 15, 15, 15 e 30 minutos, respectivamente. A 

última desidratação, em álcool 100%, foi realizada duas vezes. 

Foi utilizada a resina EPON-812 como meio de embebição e inclusão. As substâncias 

foram homogeneizadas cuidadosamente para se evitar a formação de bolhas de ar. Para a 

inclusão, foram adicionados 2% de Dimetilamino Metil Fenol (DMP) na solução final. Os 

fragmentos foram incluídos na resina utilizando moldes como suporte. O material foi 

incubado por 1 hora à 40ºC e depois 72 horas à 60ºC, estando assim, disponível para os 

procedimentos de ultramicrotomia. 

Foram realizadas inicialmente secções semi-finas (0,5μm) com navalhas de vidro em 

ultramicrótomo. Estas foram coradas com azul de toluidina, montadas em lâmina/lamínula e 

examinadas sob microscopia óptica, selecionando-se as melhores para secções ultra-finas (60-

70nm). Secções ultra-finas foram obtidas com navalha de vidro e colhidas em grades de cobre 

(malha 200), coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo, conforme os protocolos de 

WATSON (1958) e REYNOLDS (1963). Posteriormente, as secções ultra-finas foram 

examinadas em microscópio eletrônico de transmissão. 

A análise ultraestrutural foi realizada em FOPA oriundos do grupo que apresentou os 

melhores resultados após o cultivo in vitro, quanto à sobrevivência, ativação e crescimento 

ovocitário e folicular. Foi realizada avaliação da integridade e densidade das organelas 

citoplasmáticas do ovócito e das células da granulosa, o grau de vacuolização citoplasmática e 

a integridade do envelope nuclear. 

 

3.6 Análises estatísticas 

Cada tratamento foi repetido cinco vezes. As variáveis quantitativas foram submetidas 

aos testes de Normalidade (Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran) e posteriormente a 

Análise de Variância (ANOVA).  

Quando apresentaram significância, foi realizado o teste de comparação de médias 

mais apropriado, evitando-se erros estatísticos tipo I e II. Quando não atenderam às premissas 

de Normalidade e Homocedasticidade, mesmo após as transformações apropriadas, os dados 
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foram submetidos ao teste não-paramétrico de Wilcoxon ou Kruskal-Wallis, de acordo com o 

número de tratamentos (SAEG, 1999). 

As variáveis qualitativas foram comparadas em tabelas de contingência e analisadas 

pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (SAMPAIO, 2002). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Sobrevivência folicular 

 Tanto no grupo de folículos não cultivados quanto nos submetidos ao tratamento com 

o meio base e as diferentes concentrações de rbST foram observados folículos normais 

(Fig.1A) e degenerados (Fig. 1B).                        

 

 

Figura 1: Fragmentos ovarianos (400x) demonstrando um folículo normal (A) e degenerado 

(B) após coloração PAS-Hematoxilina (O: ovócito; n: núcleo do ovócito; CG: células na 

granulosa). Seta: núcleo picnótico.  

 

O número de folículos normais não cultivados verificados no presente estudo é 

semelhante ao descrito por Luna et al. (2011) para a espécie bovina (93,6%). Após um e sete 

dias de cultivo in vitro, o percentual de folículos normais em fragmentos não cultivados foi 

superior (P<0,05) quando comparado aos folículos cultivados apenas com o meio base e na 

presença das diferentes concentrações de rbST testadas (Tabela 1).  

Estes resultados demonstram que a rbST, nas concentrações utilizadas, não foi capaz 

de manter a viabilidade folicular normal. Corroborando com o estudo de Bruno et al. (2008), 

que relataram que o cultivo in vitro reduz o número de folículos morfologicamente normais.  

Os mecanismos pelos quais este hormônio promove efeitos benéficos sobre a 

viabilidade folicular ainda não estão completamente elucidados. Alguns autores sugerem um 

efeito direto no ovócito e nas células da granulosa (LUCY, 2000), enquanto que outros 

relatam que este hormônio induz aumento nas concentrações plasmáticas e ovarianas de IGF-

1 (BURATINI et al., 2000).  Neste contexto, estudos apontam que o IGF-1, por sua vez, é 

capaz de suprimir a fragmentação do DNA por apoptose em ovócitos de ratas cultivados in 
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CG 

n 

CG 

O 
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vitro, agindo como um fator anti-apoptótico (CHUN et al., 1994). Entretanto, o presente 

estudo corrobora com Costa et al. (2014) e Fortune et al. (2003), que relataram que o IGF-1 

não foi capaz de manter a viabilidade de FOPA de cabras cultivados in vitro durante sete dias. 

 
Tabela 1 - Porcentagem média de folículos pré-antrais morfologicamente normais em tecido 
ovariano não cultivado e cultivado por um e sete dias, com diferentes concentrações de rbST 

Controle  92,22 ± 19,25a 
Tratamento  Dia 1 (%)  Dia 7 (%) 

MEM+  71,66 ± 11,35bA  72,78 ± 18,70bA 
10ng/mL  81,66 ± 12,65bA  78,34 ± 20,65bA 
50ng/mL  65,00 ± 13,0bA  66,12 ± 16,98bA 
100ng/mL  74,44 ± 14,01bA  83,88 ± 20,63bA 
1000ng/mL  79,44 ± 12,46bA  76,66 ± 20,23bA 

a,b Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste 
Qui-quadrado (P<0,05). 
A,B Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste 
Qui-quadrado (P<0,05). 

 

De acordo com Gutierrez et al. (1997), este fator de crescimento é também 

responsável por acentuar os efeitos do FSH por meio do aumento de seus receptores nas 

células da granulosa. Este mecanismo de ação pode justificar porque a rbST não contribuiu 

para o aumento das taxas de folículos viáveis no presente estudo, tendo em vista que 

pequenos folículos pré-antrais não são responsivos ao FSH. Ramos et al. (2007) também 

relataram que a rbST somente alterou a qualidade de ovócitos de bovinos quando associada ao 

FSH.  

Além disso, alguns fatores como o transporte e a manipulação do ovário, além de 

alterações de pH durante as trocas de meio podem afetar a qualidade dos folículos. Com isso, 

é muito provável que ocorra a redução da taxa de sobrevivência folicular e, 

consequentemente, o aumento do número de folículos atrésicos (COSTA, 2010). 

Este processo de atresia folicular pode ocorrer de duas maneiras, pela via degenerativa 

(SAUMANDE, 1991) e/ou apoptótica (FIGUEIREDO et al., 1995). Na via degenerativa, a 

isquemia resulta em alterações na permeabilidade da membrana celular, onde se pode 

observar aumento de água intracelular, vacuolização citoplasmática e, consequentemente, 

degeneração (BARROS et al., 2001). Quanto à atresia pela apoptose, pode ser decorrente da 

redução do oxigênio e difusão de nutrientes dentro do córtex ovariano (FARBER, 1982). No 

presente estudo, a principal alteração observada nos folículos classificados como degenerados 

foi a presença de núcleos picnóticos (Fig. 1B).  
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Ainda assim, as taxas de folículos normais observadas são consideradas elevadas e 

corroboram com os resultados de outros autores, que relataram um total de sobrevivência de 

83,5%, após cultivo isolado por quatro dias, utilizando apenas um meio de cultivo base 

semelhante (MACHADO et al., 2006).   

Quando foi avaliada a sobrevivência folicular após progressão do dia um ao sétimo dia 

de cultivo, foi observado que a taxa de folículos viáveis se manteve (P>0,05) em todos os 

tratamentos (Tabela 1). Isto demonstra que o tempo de cultivo não interferiu na sobrevivência 

destes folículos. Este resultado é satisfatório tendo em vista que outros autores relatam a 

redução da quantidade de folículos viáveis com o decorrer do tempo de cultivo in vitro, 

utilizando 50 e 100 ng/mL de IGF-1 (COSTA et al., 2014).  Entretanto, não se pode atribuir a 

estabilidade da sobevivência dos folículos ao hormônio em estudo, visto que a quantidade de 

folículos considerados normais quando cultivados com diferentes concentrações do hormônio 

foi semelhante (P>0,05) aquela encontrada nos folículos incubados apenas com o meio base 

(MEM+). 

A composição do meio é um importante aspecto a ser considerado para o cultivo in 

vitro de folículos pré-antrais. O meio de cultivo utilizado no presente estudo é uma das mais 

ricas fórmulas de MEM, sendo composto por 21 aminoácidos essenciais, complexos de 

vitamina B, vitaminas C e D e sais inorgânicos. No presente estudo também foram 

adicionados insulina, transferrina e selênio a este meio de cultivo. De acordo com Liu et al. 

(2002), a insulina permite um maior aproveitamento das fontes de energia do meio. Já o 

selênio possui a função de ativar enzimas que participam do processo de eliminação de 

radicais livres produzidos pelas células (DEMEESTERE et al., 2004). Segundo Silva et al. 

(2004), a adição destas substâncias ao cultivo de base (MEM) contribui para a manutenção da 

sobrevivência folicular no cultivo 

As taxas de sobrevivência folicular obtidas evidenciam a eficiência do meio de cultivo 

utilizado em fornecer um ambiente adequado aos folículos, como também relatado por 

Celestino et al. (2009). Assim, no presente estudo, o meio de cultivo MEM+ foi capaz de 

sustentar a sobrevivência folicular em taxas consideradas satisfatórias, bem como foi capaz de 

manter o número de folículos viáveis após sete dias de cultivo. Da mesma forma, Bruno et al. 

(2008) e Andrade et al. (2005) relataram a eficiência deste meio na manutenção da viabilidade 

folicular para caprinos e ovinos, respectivamente.  
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4.2 Ativação folicular 

Os folículos ovarianos pré-antrais são classificados como primordiais, de transição 

(intermediários), primários e secundários. A partir do momento em que evoluem do estádio de 

primordiais, considera-se que houve a ativação dos mesmos, ou seja, estes folículos entram no 

pool de crescimento (RÜSSE, 1983). Por isso, no presente estudo, os folículos foram 

classificados apenas como “primordiais” ou “ativados”, sendo incluídos neste segundo grupo 

os folículos de transição, os primários e os secundários. 

Os folículos primordiais são constituídos por um ovócito circundado por uma simples 

camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (HUTT et al., 2006). As 

características morfológicas que marcam a ativação destes folículos são o aumento do 

diâmetro ovocitário, a proliferação das células da granulosa e a mudança na morfologia destas 

células de pavimentosas para cúbicas, como pode ser observado na Figura 2. 

 

 

Figura 2: Fragmentos ovarianos (400x) demonstrando um folículo primordial (A) e ativado 

(B) após coloração PAS-Hematoxilina (O: ovócito; n: núcleo do ovócito; CG: células na 

granulosa). Na figura A é evidente a camada de células da granulosa de formato pavimentoso, 

enquanto na figura B estas células apresentam formato cúbico. 

 

Quanto ao estádio de desenvolvimento folicular, foi observado que a quantidade de 

folículos ativados foi superior (P<0,05) nos fragmentos cultivados em comparação ao grupo 

controle não cultivado, após um e sete dias de cultivo (Tabela 2).  

Como pode ser verificado, a partir de um dia de cultivo já houve ativação de grande 

parte destes folículos. Esta ativação precoce também foi relatada por Costa et al. (2014) e 

Martins et al. (2010) durante o cultivo in vitro de folículos ovariano de cabras. Também foi 

verificado que o percentual de folículos primordiais reduziu (P<0,05) após o período de sete 
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dias de cultivo em todos os tratamentos estudados. Resultados semelhantes também foram 

relatados por Wandji et al. (1996) e Braw-Tal & Youssefi (1997).  

Entretanto, diferente do relato destes autores, no presente estudo não houve aumento 

(P>0,05) do número de folículos ativados após o cultivo por sete dias. Desta forma, embora o 

cultivo dos folículos tenha promovido sua ativação, diminuindo assim a percentagem de 

primordiais após sete dias, as condições de cultivo não foram eficientes para permitir o 

posterior crescimento dos demais folículos. Resultado semelhante também foi obtido por 

Costa et al. (2014) para a espécie caprina. 

 

Tabela 2 - Porcentagem média de folículos pré-antrais primordiais e ativados em tecido 
ovariano não cultivado e cultivado por um dia e sete dias, com diferentes concentrações de 
rbST 

Controle  87,34 ± 40,18a  12,66 ± 20,71a 
 Primordiais Ativados 

Tratamento Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7 
MEM+ 30,00 ± 15,07bA                    2,76 ± 2,22Bb 70,00 ± 22,54bA                   97,24 ± 26,83bA 

10ng/Ml 23,34 ± 13,29bA                    0,56 ± 0,96bB 76,66 ± 26,34bA                    99,44 ± 31,95bA 
50ng/mL 27,77 ± 14,17bA                   1,17 ± 1,50bB 72,78 ± 24,51bA                   98,83 ± 20,55bA 
100ng/mL 37,22 ± 20,12bA 2,78 ± 3,32bB 62,78 ± 28,08bA                  97,22 ± 34,47bA 
1000ng/mL 31,00 ± 16,27bA                  0,00 ± 0,00bB 69,00 ± 24,86bA 100,00 ± 29,05bA 

a,b Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste  
Duncan (P<0,05).  
A,B Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste 
Duncan (P<0,05). 
 

De acordo com Cushman et al. (2001) o tratamento a longo prazo com bST reduz a 

quantidade de folículos ativados. Estes autores sugeriram então que a supressão da ativação 

ocorre em função de um feedback local. Este pode ser um dos motivos pelo qual o número de 

folículos ativados não tenha aumentado (P>0,05) do dia um ao sétimo dia de cultivo no 

presente estudo. Além disso, Cushman et al. (2001) e Fortune (2003) afirmam que os efeitos 

positivos do IGF-1 em folículos de bovinos pode ter início apenas no estádio de secundários. 

Também Demeestere et al. (2004) observaram que as concentrações de 1, 10 e 100 ng/mL de 

IGF-1 não estimularam a ativação de folículos primordiais durante o cultivo in vitro de 

fragmentos ovarianos da espécie bovina. 

Como pode ser constatado na presente pesquisa, a ativação folicular, tanto no dia um 

quanto no dia sete de cultivo, ocorreu independente da presença da rbST no meio de cultivo. 

Segundo Campbell (2009) o início do desenvolvimento folicular (fase de ativação) em 
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espécies mamíferas é controlado tanto por hormônios gonadotróficos e somatotróficos, além 

dos fatores de crescimento que agem sobre os mesmos (MARTINS et al., 2008). Este fato 

pode explicar o motivo pelo qual o acréscimo apenas da rbST não tenha sido suficiente para 

estimular a ativação em uma maior quantidade de folículos.  

Estes resultados evidenciam que a ativação dos folículos após o cultivo in vitro por um 

e sete dias foi decorrente apenas do meio de cultivo, assim como relatado por Bruno et al. 

(2008), que encontraram uma média de 84,1% de folículos ativados em fragmentos 

cultivados, pelo mesmo período, apenas com o meio de cultivo base. De acordo com Yang & 

Fortune (2002) as altas doses de insulina presentes no composto ITS (Insulina, Transferrina e 

Selênio), um dos componentes adicionados ao MEM, promove maior ativação de folículos 

primordiais de bovinos. Assim, é evidente que este meio atualmente utilizado apresente 

grande eficiência em fornecer ambiente adequado para possibilitar o desenvolvimento dos 

folículos, visto que as taxas de ativação são superiores a 80%, como também observado no 

presente estudo.  

 

4.3 Crescimento ovocitário e folicular 

Com relação à média de tamanho dos ovócitos não cultivados no presente estudo, esta 

foi semelhante à relatada por Munhoz & Luna (2008), de 25,92µm. Apenas os folículos 

cultivados na presença de 1000ng/mL apresentaram o diâmetro dos ovócitos semelhante 

(P>0,05) ao do controle não cultivado após um dia de cultivo. Entretanto, este diâmetro 

reduziu (P<0,05) após sete dias, bem como daqueles cultivados com as concentrações de 10 e 

50ng/mL de rbST (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Diâmetro ovocitário médio de folículos ovarianos não cultivados e cultivados por 
um e sete dias, com diferentes concentrações de rbST 

Controle  25,54 ± 3,23a 
Tratamento  Dia 1 (µm)  Dia 7 (µm) 

MEM+  19,79 ± 4,58bA        21,30 ± 15,75bA                                 
10ng/mL  21,19 ± 4,08bA        17,64 ± 4,76bB 
50ng/mL  21,52 ± 4,93bA        19,03 ± 5,61bB                 
100ng/mL  21,47± 4,32bA        19,69 ± 3,89bA                             
1000ng/mL  24,55 ± 3,97aA  20,34 ± 5,75bB 

a,b Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste 
Duncan  (P<0,05).  
A,B Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste 
Duncan (P<0,05). 
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Desta forma, foi observado que apenas o controle cultivado (MEM+) e a concentração 

de 100ng/mL de rbST foram capazes de manter o diâmetro ovocitário após sete dias de 

cultivo. Estes resultados estão de acordo com o relato de Martins et al. (2010), em que o 

cultivo com 100ng/mL de IGF-1 aumentou o diâmetro folicular e ovocitário após sete dias de 

cultivo, quando comparado ao controle não cultivado. IGA et al. (1998) também verificaram 

que maiores concentrações de rbST (100 e 1000ng/mL) melhoraram o desenvolvimento 

embrionário até a fase de blastocisto. 

De acordo com Figueiredo et al. (1994), o aumento do diâmetro de folículos pré-

antrais ocorre principalmente pela multiplicação das células da granulosa. Desta forma, é 

provável que, no presente estudo, após o período de sete dias em cultivo, tenha ocorrido 

aumento apenas nestas células. Isto poderia explicar o motivo pelo qual o tamanho do ovócito 

não foi influenciado pela rbST, e sim o tamanho do folículo (Tabela 4), no qual estas células 

são inclusas. Corroborando com este achado, Langhout et al. (1991) descreveram que  a 

utilização de 100ng/mL de GH adicionado de insulina aumentou a proliferação das células da 

granulosa de folículos cultivadas por quatro dias. 

Embora o IGF-1 exerça um efeito estimulador sobre o crescimento folicular na fase 

pré-antral, McCaffery et al. (2000) destacaram a importância de seu mecanismo regulador, 

mostrando que este fator de crescimento pode apresentar efeito negativo sobre o 

desenvolvimento dos ovócitos durante o cultivo de folículos pré-antrais de bovinos, por meio 

do mecanismo de feedback. Este mecanismo poderia justificar o fato da maior concentração 

do hormônio ter influenciado positivamente no crescimento do ovócito após um dia de 

cultivo, ocorrendo posteriormente redução (P<0,05) no sétimo dia de incubação. 

Quanto ao diâmetro dos folículos não cultivados (Tabela 4), as médias do presente 

estudo também foram similares ao relatado por Munhoz & Luna (2008) e Braw-Tal & Yossefi 

(1997) para a espécie bovina, de 36,58 e 35,23µm, respectivamente. 

Após um dia de cultivo, o diâmetro dos folículos cultivados em MEM+ e em todas as 

concentrações de rbST foram semelhantes (P>0,05) ao verificado naqueles do tratamento 

controle não cultivado. Além disso, pode-se observar que o diâmetro dos folículos cultivados 

na presença de 1000ng/mL de rbST foi  superior (P<0,05) ao encontrado nos folículos 

cultivados apenas com o MEM+, após um dia de cultivo.  

Após sete dias de cultivo in vitro, o os folículos cultivados em meio contendo 

1000ng/mL de rbST apresentaram maior diâmetro folicular (P<0,05), quando comparados 
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aqueles cultivados em meio contendo menor concentração do hormônio (10ng/mL), como 

demonstrado na Tabela 4. Este resultado ressalta a eficácia da maior concentração do 

hormônio sobre o crescimento dos folículos pré-antrais no presente estudo, corroborando com 

Kikuchi et al. (2001), os quais constataram o aumento do diâmetro folicular após quatro dias 

de cultivo de FOPA com maiores concentrações de GH (1mg/mL). 

 
Tabela 4 – Diâmetro médio de folículos ovarianos não cultivados e cultivados por um e sete 
dias, com diferentes concentrações de rbST 

Controle  35,62 ± 5,19ª 
Tratamento  Dia 1 (µm)  Dia 7 (µm) 

MEM+  32,59 ± 8,68ª,bA  28,71± 6,36aA 
10ng/mL  34,84 ± 7,05ªA  27,18 ± 5,59a,bB 
50ng/mL  36,67 ± 7,66ªA  33,10 ± 13,11aA 
100ng/mL  39,82 ± 15,75ªA  30,42 ± 5,91aB 
1000ng/mL  40,61 ± 12,72ª,cA  35,18 ± 10,82a,cA 

a,b Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste 
Duncan (P<0,05). 
A,B Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste 
Duncan (P<0,05). 

  

De acordo com Spicer et al. (2005) o IGF-1 apresenta potente ação mitogênica 

responsável por estimular o crescimento de células da granulosa na espécie bovina. O receptor 

para este fator de crescimento é expresso nas células da teca e da granulosa de folículos pré-

antrais e antrais de bovinos (ARMSTRONG et al., 2000). Este fato justifica o motivo pelo 

qual no presente estudo houve o aumento no diâmetro folículo, mas não no diâmetro 

ovocitário.   

Foi observado que o MEM+, bem como as concentrações de 50 e 1000ng/mL foram 

capazes de manter o diâmetro folicular após os sete dias de cultivo in vitro. Thomas et al. 

(2007) também verificaram que o IGF-1 durante o cultivo por seis dias promoveu aumento no 

diâmetro de folículos de bovinos de maneira dose-dependente.  

Como pode ser observado, o cultivo in vitro realizado com as diferentes concentrações 

de rbST não contribuiu para o aumento do diâmetro ovocitário e folicular dos FOPA no 

presente estudo. Entretanto, algumas concentrações foram capazes de manter estes diâmetros.  

Desta forma, a divergência entre os resultados deste estudo e os relatos de outros autores pode 

ser justificada pela sensibilidade diferenciada de cada folículo ao tratamento utilizado, pelo 

tamanho do folículo, composição do meio básico e tempo de cultivo.  
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Outra possível explicação é que o RNAm que codifica o receptor de IGF-1 foi 

detectado em ovócitos e em células da granulosa de folículos em estádios de desenvolvimento 

mais avançados na espécie bovina. Entretanto, este RNAm não foi detectado em folículos de 

pré-antrais (ARMSTRONG et al., 2002). Da mesma forma, Cushman et al. (2001) sugerem 

que o IGF-1 começa a apresentar efeitos positivos sobre FOPA de bovinos a partir do estádio 

de folículos secundários. Ainda Lussier et al. (1995) relatam que o crescimento do folículo 

bovino requer cerca de 42 dias para se completar.  

Diante disto, é provável que a adição de rbST ao meio de cultivo não foi capaz de 

promover o aumento dos diâmetros foliculares no presente estudo. Possivelmente, o tempo de 

cultivo de sete dias não foi suficiente para influenciar na resposta destes folículos aos 

tratamentos com o hormônio testado.  

4.4 Análise ultraestrutural 
Atualmente, a avaliação da viabilidade e do desenvolvimento folicular in vitro tem 

sido mostrada principalmente por meio da análise histológica e ultraestrutural. Esta segunda 

análise é considerada mais precisa, pois revela mais informações sobre a qualidade dos 

folículos e ovócitos e pode detectar danos às membranas celulares e organelas (LUCCI et al., 

2001; BRUNO et al., 2008). 

A análise ultraestrutural do presente estudo foi realizada em FOPA oriundos do grupo 

que apresentou os melhores resultados nas análises histológicas, após o cultivo in vitro por 

um e sete dias (1000ng/mL de rbST). 

Os achados ultraestruturais demonstraram que após sete dias de cultivo em meio 

contendo 1000ng/mL de rbST, houve danos à membrana nuclear e basal, alteração nas células 

da granulosa, bem como aumento da vacuolização citoplasmática e baixa densidade de 

organelas distribuídas no citoplasma (Fig. 3), características indicativas de degeneração 

folicular (BRUNO et al., 2008). 

Corroborando com este resultado, Fortune et al. (2004) relataram que a adição de IGF-

1 ao meio de cultivo aumentou a atresia de folículos pré-antrais em bovinos, após o cultivo in 

vitro. Segundo Bruno et al. (2008) estes achados de degeneração podem ser devido às 

concentrações inadequadas de algumas substâncias-chave envolvidas na regulação do 

desenvolvimento folicular normal, como, por exemplo, o FSH. 
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Figura 3: Ultraestrutura de folículo pré-antral, cultivado por sete dias (3.000x) em meio 

contendo 1000ng/mL de rbST. Nu: núcleo do ovócito; CG: células da granulosa; Setas: 

vacúolos. 

A concentração de 1000ng/mL de rbST foi a que apresentou melhores resultados 

quanto a manutenção do crescimento do diâmetro ovocitário e folicular, após o cultivo in vitro 

por um e sete dias. Entretanto, este crescimento possivelmente não foi normal, tendo em vista 

que a adição desta concentração ao meio de cultivo não foi capaz de manter o percentual de 

folículos morfologicamente normais semelhante ao controle, após um e sete dias de cultivo. 

Resultado semelhante também foi relatado por Bruno et al. (2008) e Hulshof et al. (1994), em 

que o aumento do diâmetro de FOPA de bovinos foi causado pelo aumento no tamanho das 

células da granulosa após a degeneração, e não devido à sua proliferação. 

Este fato foi confirmado no presente estudo por meio da análise ultraestrutural, em que 

os mesmos apresentaram sinais de degeneração, como relatado anteriormente. Desta forma, 

não obstante o tamanho do ovócito e a análise histológica dos folículos, também se torna de 

fundamental importância que as condições ultraestruturais sejam avaliadas, levando-se em 

consideração a densidade das organelas citoplasmáticas do ovócito e das células da granulosa, 

o grau de vacuolização citoplasmática e a integridade do envelope nuclear (ARAÚJO et al., 

2010).  

 
 
 
 
 

Nu 

CG 
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5. CONCLUSÕES 
 

As concentrações de 10, 50 e 100ng/mL de rbST não tem efeitos benéficos sobre a 

sobrevivência, a ativação e o crescimento de FOPA de bovinos. 

A concentração de 1000ng/mL de rbST aumenta o diâmetro folicular, entretanto não 

tem efeitos benéficos sobre a sobrevivência e a ativação de folículos pré-antrais de bovinos 

cultivados in vitro durante um e sete dias. 
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