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RESUMO 

 
ZERLOTINI, Mayra Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2016. 
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR EM FRAGMENTOS OVARIANOS D E 
CADELAS (Canis lupus familiaris) CULTIVADOS EM MEIOS “MEM” 
SUPLEMENTADO COM SORO DE CADELA NO PROESTRO E CADEL A 
GESTANTE Orientador: Tarcízio Antônio Rego de Paula.  

 

Avaliou-se o uso de diferentes protocolos de cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de 

cadelas domésticas adultas em anestro, em casuística de programa de controle populacional de 

animais errantes no município de Viçosa MG. Após a colheita dos ovários, foram obtidos 

fragmentos da zona parenquimatosa de cada ovário, um dos quais foi incluído fresco como 

controle, e os demais incubados por 48 horas em atmosfera de 5 % de CO2, 95 % de umidade 

relativa e temperatura de 39 ºC, em diferentes tratamentos: T1: cultivados em Meio Essencial 

Mínimo (MEM); T2: cultivados em MEM associado a Soro de Cadela  prenhe (MEM + 

SCpre) e T3: cultivados em MEM associado a Soro de Cadela no pró-estro (MEM + SCpro). 

Todos os fragmentos foram fixados por imersão em solução de Karnowisky por até 24 horas e 

processados segundo rotina para confecção de lâminas histológicas. Estas foram avaliadas 

quanto ao desenvolvimento folicular, sob microscópio de luz, em aumento de 100 vezes. A 

análise estatística foi feita pelo teste paramétrico de comparação de médias T Student. Todos 

fragmentos cultivados apresentaram aumento na proporção de folículos em desenvolvimento, 

assim conclui-se que o meio de cultivo utilizado associado à técnica de cultivo in situ foi 

suficiente para promover o desenvolvimento folicular em ovários de cadelas, sendo que a 

suplementação hormonal com SCpro e SCpre não influenciaram na taxa de desenvolvimento. 
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ABSTRACT 

ZERLOTINI, Mayra Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Febuary, 2016. 
FOLLICULAR DEVELOPMENT IN OVARIAN FRAGMENTS OF FEMA LE DOGS 
(Canis lupus familiaris) CULTIVATED IN “MEM” SUPPLEMENTED WITH 
PROESTRUS DOG SERUM AND PREGNANT. Adviser: Tarcízio Antônio Rego de 
Paula. 

 

This present study evaluated different protocols of in vitro culture from ovarian fragments of 

domestic female dog (Canis lupus familiaris) in anestrus. For the study, ovaries from female 

dogs were used, obtained from the neutering of the stray animal population control of the 

municipal kennel program/ Veterinary Department - Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

After the ovaries were collected, random fragments of the ovary parenchymal were obtained, 

one of them were used fresh as control, and the rest  were incubated for 48 hours in 5 % of 

CO2 atmosphere, 95 % of relative humidity and 39 ºC temperature, in different treatments: T1 

cultivated in Minimum Essential Medium (MEM); T2 cultivated in MEM associated with  

pregnant dog serum and T3 cultivated in MEM associated with proestrus dog serum. Those 

ovaries cultivated in treatments T1, T2 and T3, were fixed by Karnowisky immersion for up 

to 24 hours, and processed following the normal laboratorial procedures for making 

histological slides. They were then evaluated under light microscope, using the 100X 

objective lens. The statistical analysis was made by the Student T`s parametric comparison 

measures test. All fragments of assessed ovaries showed a proportional increase of developing 

follicles, concluding that the culture medium used, associated to the in situ culture technique, 

was enough to promote the follicle development in dog’s ovaries, being that the hormonal 

supplementation with proestrus serum and pregnant serum did not influence the development 

rate. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O interesse nos cães e o conhecimento de suas particularidades reprodutivas 

aumentaram, pois, além desses animais serem de companhia, são utilizados como modelos 

experimentais para outras espécies de canídeos e para o homem. Cerca de 10 a 30 anos atrás, 

os estudos realizados sobre a reprodução da espécie canina baseavam-se apenas na 

transferência de conhecimentos em outras espécies, porém muitos aspectos da fisiologia 

reprodutiva e do desenvolvimento embrionário em cães diferem dos modelos clássicos 

(CONCANNON e VERSTEGEN, 2005). 

O interesse pela utilização das biotécnicas de reprodução por parte de criadores e 

proprietários de cães das mais variadas raças, a fim de obter progênies de cães de grande valor 

genético ou afetivo, que por alguma eventualidade encontram-se impossibilitados de se 

reproduzirem pela monta natural. O aprimoramento das técnicas de produção in vitro de 

embriões também se faz necessário para atender a demanda do mercado profissional 

veterinário de animais de companhia (SANTOS, 2005). 

As biotécnicas reprodutivas têm sido desenvolvidas em carnívoros domésticos para a 

melhoria do desempenho reprodutivos desses, bem como para modelos experimentais para 

animais silvestres com algum grau de ameaça. As pesquisas nessa área representam potenciais 

contribuições para o estudo dos mecanismos básicos envolvidos na maturação, conservação e 

na interação entre os gametas. O ovário dos mamíferos possui grande reserva de ovócitos 

inclusos em folículos pré-antrais que representam uma fonte potencial para a utilização desses  

na produção in vitro de embriões, transgenia e clonagem, porém, a grande maioria desses 

folículos irá involuir pelo processo natural de atresia (CELESTINO et al., 2009). 

O aprimoramento das técnicas de produção in vitro de embriões caninos 

proporcionará incremento no aporte de informações científicas para projetos na área da 

transferência nuclear, tornando possível o nascimento de maior número de animais clone 

caninos, a exemplo do que já ocorre atualmente na espécie bovina e ovina (SANTOS, 2005). 

A maturação de ovócitos in vitro, tem como objetivo reproduzir as condições 

fisiológicas requeridas durante o desenvolvimento pré-ovulatório do folículo ovariano  e na 

tuba uterina após a ovulação in vivo (LUVONI, 2003).   Especificamente os estudos em 

maturação ovocitária em cadelas apresentam fatores limitantes peculiares uma vez que as 

características do ciclo estral desta espécie juntamente com a baixa eficiência e pouco 
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conhecimento em relação aos meios de maturação in vitro induzem os índices de maturação e 

a baixa competência meiótica (WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003). Segundo FARSTAD 

(2000) na espécie canina, esta técnica ainda não é viável, devido aos baixos índices de 

maturação nuclear in vitro sendo necessária a sincronização das fêmeas para possibilitar 

melhores épocas de realização da coleta dos ovócitos maturados in vivo, por laparoscopia. 

Uma etapa crucial para a realização da técnica de transferência nuclear é a maturação 

dos ovócitos em desenvolvimento que servirão de citoplasma receptor. Na espécie felina, 

trabalhos com maturação in vitro obtiveram em torno de 40% a 60 % de taxa de maturação 

nuclear (JOHNSTON et al., 2001; GOODROWE et al., 1991), fato que permite a obtenção de 

um número considerável de ovócitos para a reconstrução de banco de germoplasma e 

posterior transferência destes.  

Os canídeos são considerados monoéstricos não sazonais, ou seja, apresentam um ou 

dois ciclos estrais por ano, caracterizados por extenso período de quiescência ovariana 

(WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003). Nas cadelas domésticas (Canis lupus familiaris) 

essas fases variam de acordo com as raças e idades, sendo influenciada por fatores ambientais 

e genéticos (FELDMAN e NELSON, 2004). 

O ciclo reprodutivo da cadela, também denominado de ciclo estral, apresenta quatro 

fases bem distintas, denominadas: proestro, estro, metaestro/diestro e anestro (ANDERSEN e 

SIMPSON, 1973). Essas se caracterizam por alterações hormonais que induzem a 

transformações morfológicas, clínicas e citológicas nos diferentes segmentos dos órgãos 

genitais femininos (RODRIGUES e RODRIGUES, 2002). 

Em cadelas, ocorre luteinização pré-ovulatória dos folículos, e a concentração 

plasmática de progesterona aumenta durante o proestro (CONCANNON et al., 1989), 

diferentemente de outras espécies de mamíferos domésticos, nas quais o estrogênio 

predomina no ambiente folicular pré-ovulatório (FARSTAD, 2000). 

O desenvolvimento do ovócito canino necessita de um período total de 72 horas para 

retomada da meiose e progressão até metáfase II (MII), incluindo a maturação e fertilização 

dentro da tuba uterina, em condições fisiológicas in vivo (TSUTSUI, 1989; YAMADA, 

1992).  Cultivos in vitro de ovócitos isolados de cadelas, apresentam taxas de maturação que 

variam de zero  a 58 % para retomada da meiose, e em média 20 % para progressão até 

metáfase II  (FARSTAD, 2000). 

Esforços têm sido concentrados em estudos que contribuam para uma melhor 

compreensão dos processos relacionados com o desenvolvimento dos folículos ovarianos, 
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especialmente na fase inicial. A biotécnica de Manipulação de Ovócitos Inclusos em Folículos 

Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA) surge como uma importante ferramenta para esse estudo, 

dando suporte necessário para a elucidação dos mecanismos envolvidos na foliculogênese. 

 Esse trabalho teve como objetivo estabelecer protocolos para cultivos de ovócitos in situ 

em fragmentos ovarianos de cadelas. Visa a avaliação, por meio de quantificação e 

classificação de folículos primordiais, primários e secundários, da influência do soro de 

cadela na fase de pró-estro e cadela gestante na maturação folicular in situ em fragmentos de 

ovários.  

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

2.1. O cão doméstico 

 

A hipótese mais aceita sob o ponto de vista evolutivo é de que o cão doméstico 

(Canis lupus familiaris) tenha se originado como uma sub espécie do lobo (Canis lupus), 

assim, descendente direto do lobo cinzento (WAYNE e VILA, 2001). 

Pesquisas baseadas em achados arqueológicos sugerem que o cão doméstico tenha 

surgido há cerca de pelo menos 12.000 anos, contudo, existem suposições que isto tenha 

ocorrido de 10.000 a ate 15.000 anos atrás. O processo de domesticação provavelmente 

ocorreu de forma concomitante ao surgimento da espécie, uma vez que os fósseis encontrados 

destes canídeos estiveram na maioria das vezes associados a fosseis de humanos 

(GRANDJEAN E VAISSAIRE, 2001; JOHNSTON et al., 2001; SHELLING et al., 2005). 

Dentro da ordem Carnívora, uma das mais destacadas famílias é a Canidae à qual se 

integram 16 gêneros e 36 espécies largamente distribuídas pelo mundo (IUCN, 2004). 

 

2.1.1 Interação homem X cão doméstico 

 

A população de cães como animais de estimação vem crescendo em número e 

importância afetiva em todo o mundo. Esse crescente interesse na criação de animais de 

estimação reflete particularmente na cinofilia especializada (SOUZA et al., 2013). 
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Na sociedade moderna o termo animal de estimação tem integração familiar, com 

contato mais próximo ao homem, e o cão é a espécie que mais se destaca nesta convivência. O 

interesse por todas as áreas de saúde e bem estar caninos cresceu substancialmente nos 

últimos anos. Porém, a reprodução dos cães ainda não apresenta avanços compatíveis às 

necessidades do mercado, tais como desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas (ALVES, 

2010). 

No Brasil, mais de 31 milhões de cães e 15 milhões de gatos fazem a alegria não só 

de proprietários, mas também de fabricantes de rações, medicamentos e produtos destinados 

ao mercado pet, uma vez que o movimento anual recente deste mercado, gira em torno de R$ 

12,7 bilhões. O gasto médio de uma família brasileira com seu animal de estimação é de 

aproximadamente R$ 800,00 por ano (LAMPERT, 2013). Paralelo a esta realidade, a 

exploração desenfreada do meio ambiente com consequente destruição de ecossistemas está 

entre as principais ameaças às espécies silvestres, principalmente os canídeos como o lobo 

guará (Chrysocyon brachyurus), a raposa-do-campo (Lycalopex sp.) e o cachorro vinagre 

(Speothos venaticus). O aumento populacional desordenado, o desenvolvimento da 

agricultura, a criação de gado de corte e a demanda por recursos naturais têm desencadeado a 

perda e a fragmentação dos habitats de inúmeras espécies, promovendo assim o 

desaparecimento ou o isolamento de populações remanescentes. A destruição contínua de 

uma extensa área, dividindo-a em um ou mais fragmentos, desencadeia, dentre vários efeitos 

deletérios, a diminuição da biodiversidade, uma vez que a taxa de extinção se torna maior que 

a especiação (PRIMACK E RODRIGUES, 2002). 

 

 

2.2. Biotécnicas reprodutivas. 
 

Nos últimos anos, tem-se observado um crescente interesse do mercado cinófilo por 

biotécnicas reprodutivas que possibilitem maior aproveitamento do material genético de cães 

com características fenotípicas superiores. O aperfeiçoamento dessas técnicas possibilita, 

principalmente, aumentar a variabilidade genética das raças caninas atuais, criadas e 

desenvolvidas sob intensa seleção endogâmica, para fenótipos desejáveis, como estético, 

comportamental ou habilidades específicas (corrida, pastoreio e agility) (LEPPANEN et al., 

2000). A consequência prejudicial desse endocruzamento demonstra-se na alta incidência de 

doenças hereditárias. Mais de 400 doenças geneticamente herdadas foram observadas em 

diversas raças (PATTERSON, 1993). 
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Há necessidade de estudos de biotécnicas reprodutivas para otimizar a reprodução 

destes animais devido à carência de informações. 

 

 

2.3.  Fisiologia da cadela 

 

Entre os animais domésticos, o cão apresenta uma biologia reprodutiva incomum. A 

cadela é monoéstrica, não sazonal, ovulando somente uma a duas vezes ao ano, com 

intervalos de 5 a 12 meses e possui um período de anestro de 120 dias, sendo submetida a 

longos períodos de influência progestacional (JOHNSTON et al., 2001). 

O ciclo estral é uma sequência coordenada de alterações ovarianas, útero- vaginais e 

comportamentais que ocorre nos mamíferos para assegurar o acasalamento, a produção e a 

fertilização de gametas e o desenvolvimento intrauterino do concepto (JEFFCOAT, 1998). 

Animais poliestrais contínuos e não sazonais retornam ao estro a cada três  ou quatro semanas 

quando não gestantes, mas na ocorrência da gestação há um substancial prolongamento 

devido às necessidades do crescimento intrauterino fetal (JEFFCOAT, 1998). Já na espécie 

canina a duração dos eventos cíclicos reprodutivos praticamente não se alteram com a 

presença da gestação pois os níveis de progesterona ainda continuam altos durante o terço 

inicial da gestação (CONCANNON et al., 1989). 

De acordo com  Concannon (1989) o ciclo estral das cadelas é dividido em fases 

distintas e estas se caracterizam por mudanças comportamentais, fisiológicas e hormonais. As 

fases podem ser identificadas por meio de avaliações comportamentais e análise 

colpocitológica.  

•  Anestro compreende um período de dois a dez meses de ausência de atividade 

reprodutiva, considerando aspectos clínicos, comportamentais e endocrinológicos;  

•  Pró – estro é caracterizado pelo evidente aumento das concentrações de estrógeno no 

sangue, incluindo características externas, tais como, atração pelo macho, progressivo 

aumento e turgidez da vulva e do períneo, descargas vaginais de sangue originadas 

pela diapedese do útero, esse período pode ser tão breve quanto três dias ou tão longo 

quanto três semanas, o tempo médio é uma semana;  

•  Estro é caracterizado por comportamento sexual receptivo ao macho, com reflexo de 

desvio de cauda e perimindo a monta, este período pode durar dois ou três dias ou 

pode persistir por três semanas ou mais.  
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•  Metaestro e o diestro são períodos após o estro que estão sob influência da 

progesterona e sua definição ainda não é um consenso entre os autores pois  alguns 

definem o período inicial pós estro como sendo o metaestro (EVANS e COLE, 1931; 

ANDERSEN E SIMPSON, 1973) e outros definem toda a fase progesterônica como 

diestro (MCDONALD, 1969; HOLST e PHEMISTER, 1974).  

A fase lútea ou progesterônica, na cadela prenhe termina com o parto. 

(CONCANNON et al., 1989). Esta forma de apresentação cíclica e o período interestro de 

cinco a 12 meses fazem com que a fêmea canina seja referenciada na literatura como uma 

espécie monoéstrica não estacional, com ovulação ocorrendo, portanto, apenas uma ou duas 

vezes ao ano, entretanto, a interrupção do anestro e as alterações endócrinas relacionadas são 

eventos ainda não totalmente esclarecidos (CONCANNON et al., 1989; KOOISTRA, 1999). 

Sugere-se que o desenvolvimento considerável dos folículos nesta espécie inicia-se 

aproximadamente 30 dias antes da ocorrência da ovulação, com ondas foliculares anteriores 

ao proestro (ENGLAND e HEWITT, 1999). Ao final do proestro, a queda da concentração de 

estradiol ocorre concomitantemente à elevação da concentração plasmática de progesterona, 

refletindo a maturação e luteinização folicular, vários dias antes da ovulação (FELDMANN e 

NELSON, 1997). A dominância da progesterona no ambiente folicular pré-ovulatório é 

característica peculiar e diferencia grandemente os canídeos de outros mamíferos domésticos 

(LEAVITT et al., 1971; FARSTAD, 2000). 

Durante o ciclo estral, no período de transição do proestro e estro, há uma queda 

acentuada nas concentrações séricas de estrógeno e aumento gradativo nas concentrações 

séricas de progesterona, o que desencadeia uma onda de LH de 20 a 40 vezes em relação às 

concentrações prévias, sendo este o evento mais importante do ciclo reprodutivo da cadela, 

considerado como referência para os demais eventos (CONCANNON et al., 1977). 

A realização de swabs citológicos seriados, desde o início do proestro até o estro, 

pode facilitar a determinação da onda pré-ovulatória de hormônio luteinizante (LH) e segundo 

Feldman e Nelson (2004), uma contagem de 80 % de células superficiais determina a 

concentração máxima de estrógeno (dia -2 do ciclo estral).  A combinação das concentrações 

de progesterona, do LH, a análise das células do epitélio vaginal e a endoscopia vaginal são 

essenciais para facilitar a determinação da ovulação de uma forma mais confiável e a 

mudança abrupta dos tipos celulares resultando em parabasais e intermediárias indica o 

primeiro dia do diestro, correspondente ao dia +7 do ciclo estral (dia +7 em relação à onda 
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pré-ovulatória de LH). O exame citológico é de fácil realização, porém não determina o dia da 

ovulação (ENGLAND e CONCANNON, 2002). 

Na espécie canina, a particular ciclicidade reprodutiva, o longo período de ovulação, 

a ovulação de ovócitos não maduros e sob influência de crescentes concentrações de 

progesterona e a maturação ovocitária intratubárica, são citados como alguns dos aspectos 

relacionados à fisiologia que podem ser referenciados como obstáculos para a reprodução in 

vitro nesta espécie. 

 
 

2.4. Ovogênese e desenvolvimento folicular 

 

O folículo ovariano é considerado a unidade morfofuncional dos ovários dos 

mamíferos, responsável por promover um ambiente adequado para o crescimento e maturação 

do ovócito (GOSDEN et al., 1993). 

O ovócito dos canídeos é único em suas características de desenvolvimento, quando 

comparado às diferentes espécies animais, atualmente estudadas. Sob aspectos gerais, os 

ovócitos imaturos são células diploides que iniciam o processo de mitose quando migram do 

saco vitelínico embrionário para o local de desenvolvimento gonadal, onde são denominados 

ovogônias (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994).  

Em caninos, a formação da ovogônia pode ser reconhecida em fetos com 42 dias 

(pós-coito). Durante a fase final da gestação os lóbulos e cordões corticais ovarianos são 

compostos exclusivamente por ovogônias e células precursoras das células foliculares, e ao 

nascimento (63 dias após a fecundação) é comum a presença de ovogônias em mitose e 

ovogônias em degeneração (JEFFCOAT, 1998). 

Os ovócitos primários são circundados por uma camada de 4 a 8 células  foliculares, 

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 foliculares param de se 

multiplicar e entram num período de quiescência até receberem sinais para entrar no pool de 

crescimento (McGEE e 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 pico pré-ovulatório de FSH e LH, originando 

assim os ovócitos secundários ocorrendo uma nova parada, da meiose na fase de metáfase I. A 
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meiose será retomada somente após a penetração do ovócito pelo espermatozoide, originando 

o zigoto fecundado, marcando assim o fim da ovogênese (FIGUEIREDO et al., 2008). 

O desenvolvimento dos folículos pré - antrais é caracterizado pela fase de 

crescimento, recrutamento, seleção e dominância do folículo pré-ovulatório. Os ciclos de 

recrutamento ocorrem em ondas e são acompanhados da seleção dos folículos pré - antrais, 

variando entre animais e de acordo com a espécie (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). 

Em cadela, ovócitos ovulados medem 82,4 ± 0,6 µm e apresentam-se em estado 

imaturo, na prófase da meiose I, ainda em estado de vesícula germinativa (VG), sendo 

também denominados ovócitos primários, não podendo, portanto, ser fecundados 

imediatamente após sua liberação (ENGLAND e CONCANNON, 2002). 

A ativação do crescimento dos folículos em bovinos é caracterizada pela aquisição 

de uma camada completa de 11 a 20 células cubóides da granulosa, em torno do ovócito 

(FAIR, 2003). Na transição de folículos primordiais até secundários, os fatores derivados dos 

ovócitos (Ex.: Activina, Proteína morfogenética óssea (BUKOVSKY et al., 2005), Fatores de 

crescimento de fibroblasto, epidermal, diferencial (YOSHINAGA et al., 1993) e semelhante à 

IGF - 1 (MOORE e PERSAUD, 2008) e das células da granulosa (Ex.: Neurotrofina (FAIR, 

2003), Andrógenos, Fator esteroidogênico (MOORE e PERSAUD, 2008), Fator de 

crescimento neural, semelhante à insulina (MOORE e PERSAUD, 2008) e epidermal) são 

responsáveis pela indução ou inibição do desenvolvimento dos folículos/ovócitos. Os 

mecanismos responsáveis pelo crescimento dos ovócitos/ folículos pré-antrais são ainda 

pouco conhecidos (FAIR, 2003; McNATTY et al., 1999; McNATTY et al., 2000; VAN DEN 

HURKE ZHAO, 2005). 

O ovócito em estágio de vesícula germinativa (VG) completa a primeira divisão 

meiótica no período de 48 a 72 horas após a ovulação e permanece apto à fecundação por 

aproximadamente 108 horas (YAMADA, 1992).  Os ovócitos em estágio de VG, após a 

ovulação  requerem de dois a cinco dias para completar a maturação (OTOI et al., 2000). 

Os folículos antrais são caracterizados pela formação de uma cavidade, o antro, que 

acumula líquido folicular no interior das multicamadas de células da granulosa. A produção 

deste líquido folicular é intensificada com aumento do tamanho dos folículos. Esse líquido 

serve como fonte importante de moléculas reguladoras, como as gonadotrofinas, os 

esteroides, os fatores de crescimento, as enzimas, as proteoglicanas e as lipoproteínas que são 

derivadas do sangue e das células que integram o folículo (VAN DEN HURK E ZHAO, 

2005). 
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2.4.1. Folículos poliovulares ou multi ovócitos (MOFs) 
 

Tradicionalmente, o folículo do ovário é uma unidade morfofuncional contendo uma 

célula germinal, é rodeado pelas células somáticas dispostas em uma única ou múltiplas 

camadas, de acordo com estágio de desenvolvimento do folículo. Na maioria dos casos, 

folículos ovarianos contém apenas uma célula germinal por folículo, e esta é a regra para os 

grandes folículos de animais domésticos. Folículos de ovócitos multi ovulares eram referidos 

como folículos poliovular, foram relatados ocorrendo em cadelas, coelhas e gatas, embora de 

significado ainda obscuro. De acordo com relatos anteriores, MOFs são mais frequentemente 

observadas em recém-nascidos e em animais jovens do que em animais adultos. (PAYAN-

CARREIRA et al., 2008) 

A origem de MOF é desconhecida. Tem sido proposto que pode derivar a partir de 

falha desagregação de células germinativas durante as fases iniciais de foliculogeneses, ou 

que a sua taxa de desenvolvimento é mais rápida do que a diferenciação das células somáticas 

circundantes, por conseguinte, resultando em a inclusão de várias células germinativas no 

interior de um folículo (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006). 

Na região externa do córtex do ovário, grande número de folículos primordiais se 

apresentam dispostos em ninhos ou estruturas em forma de cordão e   menor número de 

folículos primários e secundários, e MOFs são facilmente perceptíveis (McDOUGALL et al., 

1997).  A prevalência MOFs mostra uma tendência a diminuir com a idade, como reportadas 

pelos autores McDougall et al., (1997)  e Bristol-Gould e Woodruff (2006), isso parece ser 

particularmente verdade para animais idosos com mais de 8 anos de idade. Frequentemente 

encontra-se um animal que mostra diferentes tipos de MOFs, que pode conter de dois a cinco 

ou mais ovócitos por folículo. Adicionalmente, MOFs foram retirados em ambos os ovários.  

De acordo com Telfer e Gosden (1987) a probabilidade de observar MOF pré-antrais com 

mais do que cinco células germinais é remota, em comparação com a probabilidade de 

encontrar MOFs contendo dois a três oócitos. A hipótese é de que exista relação entre o 

potencial de prevalência MOF e a prolificidade, uma vez que a frequência de ocorrência é 

particularmente elevada em cadelas mestiças, que são geralmente muito mais férteis. 

 

 

 

 

 



10 

 

2.5. Utilização de hormônios 

 

O uso de dosagens hormonais para reconhecimento da ovulação é bastante discutido. 

As gonadotrofinas nas cadelas são secretadas de forma pulsátil, e esses pulsos são 

coincidentes, assim, a onda pré-ovulatória do LH e a secreção do hormônio folículo 

estimulante (FSH) estão intimamente relacionadas à ocorrência da ovulação, porém a 

correlação entre essas gonadotrofinas é complexa, já que ocorre regulação diferencial da 

secreção de FSH e LH nas cadelas (REYNAUD et al., 2005). 

De acordo com Kooistra e Okkens, (2001) a progressão do anestro é associada a 

crescente secreção de FSH, juntamente à secreção de LH, tais fatos mostram que o aumento 

do FSH circulante pode ser considerado um evento crítico para a ocorrência da foliculogênese 

ovariana e para o término do anestro. 

A dosagem de LH nas cadelas não é uma prática rotineira, pois é dispendiosa e 

consome tempo, o que explica o fato de muitos pesquisadores e clínicos optarem pela 

mensuração das concentrações de progesterona sérica pré – ovulatória. Concentração 

plasmática de progesterona de 2ng/ml (16 nmol/L) corresponde ao dia 0 do ciclo estral ou ao 

surgimento da onda pré-ovulatória de LH, portanto o conhecimento das concentrações de 

progesterona assume papel preponderante no manejo de coberturas naturais controladas ou 

nas inseminações artificiais (KUSTRITZ, 2001; REYNAUD et al., 2005; GIER, 2006). 

Segundo Lévye Fontbonne (2007) a concentração de progesterona no momento da ovulação é 

praticamente constante e por volta de 6,26 ± 1,55 ng/mL. 

A indução do cio na cadela em anestro são práticas exógenas que tentam mimetizar 

as condições requeridas para o início do desenvolvimento folicular, assim essas técnicas 

deram resultados promissores mas a aplicação clínica das mesmas é limitada, outra alternativa 

disponível é a combinação de um composto estrogênico dietilestilbestrol (DES) e uma 

gonadotrofina (BOUCHARD et al., 1993). Combinação de Dietilestilbestrol (DES), 

Hormônio Luteinizante (LH) e Hormônio Folículo Estimulante (FSH) apresentou bastante 

êxito em induzir o estro em cadelas de corrida aposentadas da raça Greyhound (MOSES e 

SHILLE, 1988). Infelizmente, o composto LH não está mais disponível e os resultados foram 

desanimadores quando a gonadotrofina coriônica humana foi substituída pelo LH. 

Previamente, uma combinação de DES e FSH foi avaliada em fêmeas mestiças com ciclo 

mistos com resultados modestos (BOUCHARD et al., 1991). O FSH tem ação farmacológica 

prolongada que pode interferir com o processo de indução do estro. Esse tem sido apontado 
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como  hormônio fundamental no meio de cultivo, por apresentar atividades como a regulação 

da expressão de diversos fatores de crescimento que, por sua vez, participam da ativação e do 

crescimento folicular. Todos esses eventos são imprescindíveis para a obtenção de ovócitos 

competentes durante o cultivo in vitro. Além disso, esse hormônio promove a proliferação das 

células da granulosa, a formação do antro e a inibição da atresia folicular (CALIMAN, 2014). 

 

 

2.6. Classificação e desenvolvimento dos folículos 

 

A classificação dos folículos baseia-se nas camadas de células da granulosa, pelas 

quais o ovócito encontra-se envolvido (YAMADA, 1992; NICKSON, 1993 e DURRANT, 

1998). Os folículos primordiais possuem ovócitos circundados por uma camada de células da 

granulosa pavimentosa ou pavimentosa - cuboidal. Os folículos primários possuem uma única 

camada de células da granulosa, cuboidal ao redor do ovócito. Já os folículos secundários 

apresentam duas ou mais camadas de células da granulosa, cuboidais ao redor do ovócito,  

esses são considerados folículos préantrais, pois não há formação do antro (HULSHOF, 

1994). 

Uma das funções das células do cumulus é transferir aporte nutricional ao ovócito, 

mecanismo este de fundamental importância para a espécie canina, pois as células do cumulus 

mantêm-se ligadas ao zigoto até o estágio de mórula, manter as camadas de células do 

cumulus é vital para o desenvolvimento dos ovócitos e futuros embriões caninos (NICKSON, 

1993). 

Hewitt e England (1997) relataram que também é possível classificar os complexos 

cumulus ovócitos (CCO) em três graus distintos, em que grau I apresenta pigmentação escura 

e com uma ou mais camadas de células do cumulus; grau II apresenta pigmentação clara com 

camada incompleta de células do cumulus e grau III apresenta coloração pálida, sem formato 

definido e sem células do cumulus aderidas, são considerados ovócitos degenerados. 

A primeira função dos fatores de transcrição derivados do ovócito é  coordenar o 

desenvolvimento do folículo primordial. A influência do ovócito nas células da granulosa dos 

folículos pré-antrais pode estabelecer o programa para o desenvolvimento dos folículos 

antrais, à medida que os hormônios gonadotróficos exercem seus efeitos mais decisivos sobre 

os folículos (EPPI et al., 2002).  
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O fator de crescimento dos nervos (NGF) faz parte da família de proteínas das 

neurotrofinas (NT) (FAIR 2003; ALBERTS et al., 2004; HAFEZ 2004) que estão envolvidas 

na sobrevivência e diferenciação dos neurônios no sistema nervoso central e periférico. A 

síntese de NGF nas células da granulosa sugere outra função para as proteínas neurotrofinas 

no sistema endócrino reprodutivo. O NGF está envolvido no crescimento dos folículos 

primordiais, independentemente das gonadotrofinas hipofisárias (DISSEN et al., 2001). A 

expressão do receptor do hormônio folículo estimulante (FSHr) parece ser iniciada a partir 

dos folículos primários, os quais são responsivos ao FSH, embora os receptores do FSH sejam 

variáveis neste estádio de desenvolvimento (OKTAY et al., 1997; VAN DEN HURK et al., 

1997). 

A expressão do NGF (NT-4) nas células da granulosa tem ação regulatória no 

desenvolvimento dos ovócitos de mamíferos, por atuarem nos receptores da tirosina quinase 

B, bem como no desenvolvimento do estroma ovariano, pela interação com o receptor de 

neurotrofinas (ANDERSON et al., 2002). O silenciamento do gene que codifica o NGF 

resulta na deficiência do desenvolvimento do ovário, redução do número de folículos e 

aumento de ovócitos desnudos. O NGF também pode atuar nas células da teca que expressam 

os receptores tirosina quinase A, aumentando sua proliferação horas antes da ovulação 

(DISSEN et al., 2000; DISSEN et al., 2001). 

Fatores que influenciam o desenvolvimento dos folículos secundários e terciários 

podem ser derivados dos ovócitos (Ex.: Proteína morfogenética óssea (BUKOVSKY et al., 

2005), Fator de crescimento diferencial (YOSHINAGA et al., 1993) e Conexina (YOUNG e 

McNEILLY, 2010), das células da granulosa (Ex.: Fator de crescimento epidermal, Activina, 

Folistatina, Inibina) e das células da teca (Ex.: Fator de crescimento epidermal, Proteínas 

morfogenética óssea e Fator de crescimento semelhante a insulina II) (VAN DEN HURK e 

ZHAO, 2005). 

Os folículos secundários são responsivos aos hormônios gonadotróficos e podem 

progredir para o estádio seguinte do desenvolvimento antral, com uma circulação mínima de 

FSH, mas o hormônio luteinizante (LH) parece ser mais importante para o crescimento dos 

folículos neste estádio do desenvolvimento, provavelmente porque as células da granulosa 

apresentam receptores para FSH pouco receptivos. Através dos receptores de LH nas células 

da teca, o hormônio desencadeia o processo de biossíntese de andrógenos tecais que podem 

estimular a formação de novos receptores de FSH nas células da granulosa. Deste modo o 
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FSH pode amplificar seu efeito sobre os folículos secundários (McGEE e HSUEH, 2000; 

VAN DEN HURK e ZHAO, 2005; YOUNG e McNEILLY, 2010). 

 

 

2.7. Cultivo ovocitário 

 

As pesquisas estão direcionadas para a otimização da taxa de maturação in vitro que 

se assemelham ao ambiente endócrino de maturação do ovócito in vivo (HEWITT et al., 1998; 

HEWITT e ENGLAND, 1999; BOLAMBA et al., 2002). De acordo com OTOI e 

colaboradores (1999) quando comparado o uso de soro de cadela no estro como componente 

do meio de cultivo, este, mostrou ser mais eficiente em proporcionar maturação In vitro até o 

estádio de metáfase II em relação ao uso de soro de cadela em anestro e diestro. 

O objetivo principal da maturação in vitro de folículo ovariano pré-antral (FOPA) é 

permitir o desenvolvimento folicular assegurando o crescimento e maturação dos oócitos, 

bem como a multiplicação e posterior diferenciação das células da granulosa inclusas nesses 

folículos (FIGUEREDO e FREITAS, 2002). O cultivo de ovários 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 desenvolvimento de folículos primordiais 

(O`BRIEN et al., 2003). 

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

o que tem sido útil para o estudo da foliculogênese inicial em pequenos mamíferos 

(FORTUNE, 2003). Em animais domésticos de médio e grande porte, devido às grandes 

dimensões dos ovários, não é possível utilizar esse modelo. Para esses animais, o cultivo é 

realizado utilizando-se pequenos fragmentos de córtex ovariano, rico em folículos primordiais 

para avaliar a ativação e crescimento de folículos primários caprinos (SILVA et al., 2004), 

bovinos (BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997) e humanos (SCOTT et al., 2004; ZHANG et al., 

2004). 

O cultivo de pequenos fragmentos do córtex ovariano tem a vantagem de manter a 

integridade estrutural folicular, as interações entre as células e células do estroma, facilitando 

a perfusão do meio para o tecido ovariano (TELFER, 1996; ABIR et al., 2006). 

A composição do meio de cultivo é um importante fator para o sucesso do cultivo in 

vitro de folículos ovarianos e pode ser influenciada pela adição de diferentes substâncias, 

incluindo antibióticos, tampões, substratos nutricionais (lipídeos, proteínas, aminoácidos, 
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ácidos nucleicos, vitaminas, monossacarídeos), diferentes fontes proteicas, antioxidantes e 

diversos fatores de crescimento (FIGUEREDO et al., 2008). Dentre os meios de cultivo de 

base comumente utilizados para folículos preantrais, destacam-se o Meio Essencial Mínimo 

(MEM) simples (MATOS et al., 2007) ou alfa modificado (SILVA et al., 2011), o Meio de 

Cultivo Tecidual 199 (RAJARAJAN et al., 2006) e McCOY’s (TELFER et al., 2008). 

 

 

2.8. Estado atual do cultivo e perspectivas futuras 

 

O estado atual do cultivo in vitro de folículos pré-antrais encontra-se em notável 

progresso em várias espécies. Em Gatas (JEWGENOW e STOLTE, 1996), Gambás 

(BUTCHER e ULLMAN, 1996) e Macacas (FORTUNE et al., 1998) já foi observado o 

crescimento de folículos pré-antrais isolados após o cultivo in vitro, porém sem a formação de 

antro. Nas espécies bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000), ovina 

(CECCONI et al., 1999), caprina (HUAMIN e YONG, 2000) e humana (ROY e TREACY, 

1993), folículos pré-antrais isolados foram cultivados in vitro e se desenvolveram até o 

estádio antral. Em suínos, folículos secundários crescidos in vitro chegaram até a ovulação e 

tiveram seus oócitos fecundados in vitro (HIRAO et al., 1994), com desenvolvimento até o 

estádio de blastocisto (WU et al., 2001). 

Apesar do grande avanço no cultivo in vitro de folículos pré- antrais com as referidas 

espécies, os resultados mais satisfatórios têm sido observados em animais de laboratório 

(Eppig e O’Brien, 1996). Os mesmos autores obtiveram o nascimento de um camundongo a 

partir de folículos primordiais crescidos, maturados e fecundados in vitro. Entretanto, o 

rendimento referente à produção de oócitos maturos a partir de folículos pré-antrais é baixo e 

variável devido à inadequação dos meios de cultivo disponíveis. 

O avanço das biotecnologias de reprodução assistida tem despertado grande interesse 

da comunidade científica no que concerne à preservação de espécies carnívoras ameaçadas de 

extinção. O desenvolvimento de biotecnologias utilizando animais domésticos 

filogeneticamente próximos, como modelo experimental, tem ganhado grande destaque. Neste 

cenário, o cão doméstico vem desempenhando importante papel, permitindo a pesquisa, o 

aprimoramento e a aplicabilidade dessas tecnologias às espécies silvestres ameaçadas 

(LUVONI et al., 2003). A perspectiva é de que estas técnicas possam ser facilmente aplicadas 

em programas de manejo e conservação de espécies silvestres como o lobo Guará 
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(Chrysocyon brachyurus), a Raposa-do-campo (Lycalopex sp.), o Cachorro vinagre (Speothos 

venaticus) e o Cachorro-do-mato-de-orelhas-curtas (Atelocynus microtis) (GOBELLO e 

CORRADA, 2003; LUVONI et al., 2005). 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1. Local de execução e coleta de material 

 

O experimento foi conduzido no Canil Municipal localizado no Departamento de 

Medicina Veterinária, no Campus da Universidade Federal de Viçosa, no município de 

Viçosa, Minas Gerais. Foram utilizados ovários de sete cadelas adultas, saudáveis, na fase de 

anestro e provenientes de castrações do programa de controle populacional de animais 

errantes do Canil Municipal/ DVT – UFV, mediante a autorização da Comissão de Ética para 

o Uso de Animais da UFV (CEUA) protocolo 94/2014, aprovado em 05/03/2015. 

O processamento e as análises das amostras aconteceram no Laboratório de 

Biotecnologia da Reprodução de Pequenos Animais e Animais Silvestres (REPAAS), e as 

análises histológicas foram feitas no Laboratório de Fisiologia Vegetal no Departamento de 

Biologia Vegetal, na Universidade Federal de Viçosa. As amostras de sangue de cadelas no 

proestro e cadelas gestantes foram coletadas de animais da casuística de recebimento do Canil 

Municipal/ DVT – UFV. Os procedimentos clínicos e cirúrgicos foram desenvolvidos  

 

3.2.  Protocolo experimental 

 

Imediatamente após a colheita cirúrgica, os ovários foram lavados com solução 

salina a 0,9 %  previamente à manipulação em ambiente estéril em capela de fluxo laminar. 

Cada ovário foi seccionado com bisturi circular de 4mm para obtenção de quatro fragmentos 
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da região parenquimatosa. Um dos fragmentos foi encaminhado imediatamente para 

processamento histológico e utilizado como controle. Os demais fragmentos foram 

encaminhados para incubação em ambiente estéril por 48 horas em atmosfera de 5 % de CO2, 

95 % de umidade relativa e 39 oC, em três diferentes tratamentos: T1: cultivados em 500 µL 

de Meio Essencial Mínimo (MEM); T2: cultivados em 500 µL de Meio Essencial Mínimo 

associado a 150 µL de Soro de Cadela gestante (MEM + SCpre) e T3: cultivados em 500 µL 

de Meio Essencial Mínimo associado a 150 µL de Soro de Cadela no proestro  (MEM + 

SCpro). Após o cultivo os fragmentos foram encaminhados ao processamento histológico. 

Os soros foram obtidos por meio de centrifugação de amostras de sangue, coletados 

por venopunção da veia cefálica de cadelas adultas, saudáveis, provenientes da casuística de 

atendimento no Canil Municipal/ DVT – UFV. Estas passaram por uma triagem e as cadelas 

que foram identificadas na fase de proestro ou gestantes foram selecionadas para colheita de 

sangue. A identificação da fase do ciclo estral foi realizada por meio de swab intravaginal, 

exame físico, histórico do animal e palpação transabdominal. 

 

3.3.  Processamento e análise histológica ovariana 

 

Os fragmentos destinados à histologia foram fixados por imersão em solução de 

Karnowisky por até 24 horas. O material fixado foi desidratado em passagens sucessivas em 

soluções de álcool em concentrações crescentes (70 %, 80 %, 90 %, absoluto) por 2 horas, e 

infiltrados em banhos de resina glicol metacrilato e posteriormente incluídos por adição de 

catalisador. Foram obtidos cortes histológicos com 4 µm de espessura em micrótomo 

Spencer® com navalha de aço e corados por imersão em corante azul de toluidina por 20 

segundos. Com o auxílio do microscópio óptico em aumento de 10x, foram contabilizados um 

total de 100 folículos, íntegros e com presença de núcleo visível, nos estágios primordial, 

primário e secundário, em área contínua da córtex ovariana. Para isso foi utilizada a 
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classificação histológica preconizada por Hulshof (1994), em que folículo primordial 

apresenta uma camada de célula da granulosa de forma pavimentosa ou pavimentosa 

cuboidal; folículos primários possuem uma única camada de células da granulosa cuboidal ao 

redor do ovócito e o folículo secundário apresenta duas ou mais camadas de células da 

granulosa, cuboidais ao redor do ovócito. 

 

3.4. Análise estatística 

 

O número de folículos nos diferentes estádios em desenvolvimento e primordial 

foram analisados quanto a média, desvio padrão e coeficiente de variação, sendo comparadas 

entre os diferentes tratamentos pelo teste paramétrico de comparação de médias T Student. Os 

resultados foram considerados significativamente diferentes a 5 % de probabilidade de erro.  

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

4.1. Aspectos descritivos 

 

Após o processamento histológico foram examinados ao microscópio de luz.  A 

estruturação histológica ovariana da cadela apresentou características comuns a outras 

espécies, como a distribuição parenquimatosa em uma camada cortical contendo folículos 

ovarianos e uma medular ricamente vascularizada, assim como estruturações singulares como 

a presença de cordões de células epitelioides, dentro do estroma ovariano, descrito apenas em 

carnívoros domésticos (BACHA et al., 2003) (FIGURA 01). A quantidade volumétrica destas 

estruturas variou entre os fragmentos de ovários analisados. Segundo Zachary e McGavin 

(2013), os cordões de células epitelioides podem ser denominados glândulas intersticiais por 

apresentar características do tipo endócrino. 
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Diversos autores buscam avaliar o efeito dos eventos endócrinos pré- ovulatórios in vivo 

sobre os ovócitos da cadela e sua subsequente influência na maturação in vitro (HEWITT e 

ENGLAND 1997; LUVONI, 2000; OTOI et al., 2001; RODRIGUES e RODRIGUES, 2002; 

SONGSASEN et al., 2002; WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003). 

A eficácia de um meio de cultivo está vinculada à manutenção da morfologia 

(FIGUEIREDO et al., 2002); à preservação da viabilidade (JEWGENOW e PITRA, 1993); 

ao teor de DNA e à expansão do ovócito submetido ao cultivo (NUTTINCK et al., 1996). 

Após longo período no interior do folículo, o ovócito deve adquirir competência à 

fecundação, denominada maturação, processo constituído por um conjunto de modificações 

morfológicas, bioquímicas e fisiológicas (SCRIBAN, 1999). De acordo com o mesmo autor, 

podem-se distinguir três tipos de maturação: a nuclear, que corresponde ao reinício da meiose 

e expulsão do primeiro corpúsculo polar pelo núcleo do ovócito; a citoplasmática, que é 

caracterizada pela capacidade do citoplasma descondensar o núcleo do espermatozoide e 

transformá-lo em pró-núcleo masculino, e a maturação de membrana que permite à zona 

pelúcida do ovócito reconhecer os espermatozóides de sua espécie. Mimetizar essa 

experiência in vitro, com a reconstituição de todas as etapas que envolvem a maturação in 

vivo dentro do ambiente laboratorial, é um objetivo comum, e uma das metodologias 

recentemente desenvolvidas, visa o desenvolvimento ovocitário in situ, ou seja cultivo de 

fragmentos ovarianos que poderiam fornecer os fatores necessários para o pleno 

desenvolvimento folicular e ovocitário. 

De acordo com Silva et al., (2006) o cultivo de fragmentos ovarianos in situ, é uma 

estratégia viável para promover o crescimento de folículos primordiais de espécies 

domésticas e primatas, inclusive a cadela, embora sua fisiologia reprodutiva apresenta-se 

bastante diferente, dificultando a utilização de meios de cultivos já pré estabelecidos com 

sucesso em outras espécies. 

Observou-se uma evolução do processo de desenvolvimento folicular, que consistiu 

na diminuição do número de folículos primordiais, com consequente aumento do número de 

folículos em desenvolvimento. Assim, na Tabela 1, pode-se observar que o número médio de 

folículos primordiais no grupo controle (67,62) reduziu em 65,6, 79,8 e 92,6 % em relação 

respectivamente aos tratamentos T1, T2 e T3 e o número de folículos em desenvolvimento no 

grupo controle aumentou 136, 166,7 e 193,4 % em relação aos tratamentos T1, T2 e T3 

respectivamente. Porém nenhuma variação significativa foi observada entre os valores 

médios obtidos nos tratamentos T1, T2 e T3 respectivamente (TABELA 1). 
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Tabela 1. Médias, desvios padrão e coeficiente de variação da percentagem de folículos 

primordiais e em desenvolvimento (folículos primário e secundário) em fragmentos ovarianos 

de cadelas, em diferentes meios de cultivo. 

Tratamento Primordial CV (%) Em desenvolvimento CV (%)
Controle 16,09 33,61

T1 67,5 20,53
T2 65,41 10,34
T3 88,05 4,66

67,62  ± 10,84 b 32,37 ±  10,88 a

23,25 ± 15,74a 76,66 ± 15,74 b

13,65 ± 8,92 a 86,34 ± 8,93 b

5,02 ± 4,42 a 94,97 ± 4,42 b

Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes 

(p<0,05). 

Quando se avalia os diferentes tipos de folículos em desenvolvimento observa-se 

que o número médio de folículos secundários nos grupos cultivados, embora apresente 

aumento numérico em relação ao grupo controle, não foi observada diferença (p>0,05). Já o 

número médio de folículos primários nos grupos cultivados, aumentou significativamente em 

relação ao grupo controle (TABELA 2). Assim, as 48 horas observadas de cultivo foram 

suficientes para que grande número de folículos primordiais iniciassem o seu 

desenvolvimento independente do meio de cultivo utilizado. 

 

Tabela 2. Médias, desvios padrão e coeficiente de variação da percentagem de 

folículos primordiais, primário e secundário em fragmentos ovarianos de cadelas, em 

diferentes meios de cultivo. 

Tratamento Primordial CV (%) Primário CV (%) Secundário CV (%)
Controle 16,09 39,15 65,22

T1 67,5 31,74 38,78

T2 65,41 20,76 13,21

T3 88,05 35,47 41,15

67,62 ±  10,84 b 15,3 ± 5,99 a 17,06 ±  11,13 a

23,25 ± 15,74a 43,6 ±  13,85 b 33,01 ±  12,80 a

13,65 ± 8,92 a 53,9 ± 11,19 b 32,4 ±  4,28 a

5,02 ± 4,42 a 47,4 ± 16,81 b 47,5 ± 19,57 a

 Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes 

(p<0,05). 

 

O meio Minimum Essential Eagle (MEM) foi suficiente para o cultivo in situ e 

desenvolvimento inicial de folículos primordiais. O MEM é composto por 21 aminoácidos 

essenciais, complexos de vitaminas B, vitaminas C e D e sais inorgânicos. Porém, sabe-se 

que a composição do meio é um fator de suma importância para o sucesso in vitro durante 

cultura de folículos pré-antrais, e diversos fatores podem ser acrescido ao meio para favorecer 
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este desenvolvimento (CALIMAN et al., 2014). A inclusão de hormônios nos meios de 

cultivo tem como objetivo principal mimetizar o microambiente ao qual o oócito está 

submetido durante o período de maturação in vivo (UCHIVA, 2003). 

Segundo CALIMAN et al., 2014 o Hormônio Folículo estimulante humano (hFSH) 

é capaz de promover a ativação de folículos primordiais e manter a integridade ultraestrutural 

de folículos pré-antrais caprinos cultivados in situ por até sete dias. O FSH tem sido apontado 

como um hormônio fundamental no meio de cultivo, por apresentar atividades como a 

regulação da expressão de diversos fatores de crescimento que, por sua vez, participam da 

ativação e do crescimento folicular. Todos estes eventos são imprescindíveis para a obtenção 

de ovócitos competentes durante o cultivo in vitro, além disso, este hormônio promove a 

proliferação das células da granulosa, a formação do antro e a inibição da atresia folicular 

(CALIMAN 2014). De acordo com o mesmo autor, a adição de Fator de crescimento 

semelhante a insulina I (IGF- I) ao meio cultivo ativa os folículos em desenvolvimento com 

um dia de cultivo. Além disso, a utilização de Tiroxina (T4) é eficaz na manutenção da 

sobrevivência, ativação e crescimento de folículos caprinos cultivados in situ, durante sete 

dias, sendo que a algumas combinações destes fatores em acréscimo ao meio MEM de 

cultivo, favorecem os aspectos de desenvolvimento folicular e ovocitário in situ.  

Betteridge et al., (1989) em estudo de cultivo in vitro de ovócitos de bovinos e 

Magalhães et al., (2009) em estudos in vitro com cabras, também observaram que a adição de 

FSH a partir de um dia de cultura promove a ativação folicular, diminuindo a percentagem de 

folículos primordiais em comparação com o controle. 

Como é sabido, o LH é indispensável para o crescimento final dos folículos e para a 

maturação completa dos oócitos, na fase antral (MELO et al., 2004). Contudo, seu papel na 

fase inicial (folículos pré-antrais) não está claramente definida (SALVETTI et al., 2007). 

O papel estabelecido pelo estrogênio em iniciar e orientar a foliculogenese na cadela 

foi sugerido por Richards (1980). O estradiol, aparentemente, habilita o FSH a induzir 

receptores de LH nas células da granulosa, o que resulta em uma maior responsividade para 

as concentrações basais de LH, promovendo um crescimento adicional folicular e produção 

adicional de estradiol. Em última análise, o desenvolvimento dos folículos pré-ovulatórios é 

sincronizado com a onda de LH por meio do aumento contínuo de estradiol resultante na 

ovulação (RICHARDS, 1980). 

O acréscimo de soro de cadela no pró estro  (SCpro), visou a suplementação de 

estrógenos que poderiam influenciar o desencadeamento do desenvolvimento folicular in situ, 
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porém, sem a suplementação adicional de FSH e LH, não foram observadas diferenças 

significativas nas médias de folículos em desenvolvimento em relação ao tratamento não 

suplementado. Hormônios esteroides participam efetivamente do processo de maturação 

nuclear ovocitária na medida em que promovem modificações bioquímicas diretas no oócito 

ou na tuba uterina, esta constatação foi inicialmente descrita por NICKSON et al., (1993) que 

observaram efeito positivo da adição do soro de cadelas em estro ao meio de maturação em 

cultivos de ovócitos in vitro. OTOI et al., (1999) comparam os efeitos da suplementação com 

soro de cadelas em estro, metaestro e anestro e verificaram que um número significativo de 

oócitos atingiu os estágios de metáfase I e II da maturação nuclear em meio contendo soro de 

fêmeas em estro. 

Sabe-se que na cadela, o principal hormônio esteróide envolvido nos mecanismos da 

ovulação, maturação ovocitária e fertilização é a progesterona, assim, a maturação ovocitária 

in vivo ocorre sob altas concentrações de progesterona, em um microambiente (tuba uterina) 

previamente modificado por ações estrogênicas (UCHIVA, 2003), 

A progesterona exerce um efeito estimulador sobre a síntese de um fator promotor 

de maturação (MPF) no oócito, responsável pela quebra da vesícula germinativa (SALUSTRI 

et al., 1993). Evidencia-se, assim, um efeito benéfico da progesterona principalmente nos 

períodos mais avançados de maturação in vitro (UCHIVA, 2003). 

De acordo com Concannon, Hansel e McEntee (1977), há uma relação intrínseca 

entre as concentrações de estrógeno e progesterona durante o ciclo estral na cadela, pois a 

queda brusca da relação estrógeno - progesterona parece ser a principal responsável pela 

liberação pré-ovulatória de LH. Desta maneira, o sinergismo existente entre este dois 

esteroides no meio de maturação ovocitário pode contribuir tanto para o estímulo direto à 

célula germinativa como para criar condições propícias à atuação do LH nas células da 

granulosa (UCHIVA, 2003). 

De acordo com Vanucchi (2003) o cultivo de ovócitos de cadela in vitro com 

suplementação de progesterona isoladamente foi benéfica à maturação nuclear até o estágio 

de metáfase II nas primeiras 48 horas de avaliação. Sabe-se que a síntese de progesterona na 

cadela ocorre mesmo anteriormente à ovulação, portanto, o soro de cadelas em estro 

apresenta concentrações elevadas de progesterona e proporcionou os melhores índices de 

maturação nuclear após 72 horas de cultivo (OTOI et al., 1999). É possível inferir que a 

progesterona pode acelerar o processo de maturação nuclear dos oócitos de cadela, pois, em 
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meios de maturação sem hormônios, também foi possível verificar oócitos em estágio de 

metáfase II porém, somente após 96 horas (UCHIVA 2003). 

O acréscimo de soro de cadela prenhe (SCpre), visou a suplementação do meio 

MEM, com progesterona, para observar o comportamento do desenvolvimento inicial 

folicular in situ, não havendo diferença significativa do desencadeamento ou inibição do 

desenvolvimento folicular na cadela em relação ao meio suplementado com soro de cadela no 

pró estro ou no meio MEM. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Pode ser concluído que o meio de cultivo utilizado associado à técnica de cultivo in 

situ foi suficiente para promover o desencadeamento do desenvolvimento folicular em 

ovários de cadelas, sendo que a suplementação hormonal com soro de cadela no pró estro  

(SCpro) e soro de cadela prenhe (SCpre) não influenciaram na taxa de desenvolvimento. 
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