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RESUMO 
 
 
Avaliou-se o desenvolvimento de folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore, após o cultivo 
in vitro do córtex ovariano em várias concentrações de ácido 3-indol acético (VETEC®) 
(IAA). O córtex ovariano foi dividido em fragmentos de aproximadamente 5x5mm. Dois 
fragmentos foram imediatamente fixados em Carnoy (fragmentos não-cultivados) e os demais 
destinados individualmente ao cultivo em placas com 24 orfícios (NUNCLON®) contendo 
meio essencial mínimo suplementado (MEM+) (GIBCO®)  acrescido de 10, 40, 100, 500 ou 
1000 ng/mL de IAA. O período de cultivo foi de dois e seis dias a 39 0C e 5% de CO2 em ar. 
Após o cultivo in vitro, observou-se redução significativa de folículos primordiais e aumento 
de folículos em desenvolvimento (P<0,05), para o MEM+ acrescido de 10 ng/mL de IAA. Em 
relação aos folículos dos fragmentos não-cultivados, houve redução de folículos primordiais 
histologicamente normais no cultivo por dois e seis dias (P<0,05). Após dois dias de cultivo, a 
redução de folículos normais em desenvolvimento foi observada nos folículos suplementados 
com 1000 ng/mL de IAA.  Após seis dias de cultivo, a redução de folículos normais em 
desenvolvimento foi observada apenas nos folículos suplementados com 100 ng/mL e 500 
ng/mL de IAA. Conclui-se que, folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore podem ser 
ativados in vitro após  seis dias de cultivo em MEM+ suplementado com 10 ng/mL de IAA. 
 
 
Palavras-chave: Folículos pré-antrais. Cultivo in vitro. Ácido 3-indol acético. Bovino. 
Nelore. 
 
 
 

 

 

 

 



BLASCHI, Wanessa.  Effect of diferent concentrations of indol acetic acid in the  
activation and growth of Nelore preantral follicles.  2006.  58f.  Dissertation (Master 
Degree of Animal Science) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
The aim of this work was to evaluate the development of Nelore preantral follicles after in 
vitro culture of ovarian cortex in different concentrations of indol acetic acid (VETEC®) 
(IAA). The ovarian cortex was divided into fragments of approximately 5x5 mm. Two 
fragment was immediately fixed in Carnoy (fragments no-cultured) where as the other 
fragments were cultured individually in culture dishes with 24 holes (NUNCLON®) content 
minimum essential medium supplemented (MEM+) (GIBCO®) and add with 10, 40, 100, 500 
or 1000 ng/mL of IAA. The culture period was two and six days at 39 0C with 5% CO2 in air. 
After six days of in vitro culture, the MEM+ added of 10 ng/ml of IAA presented meaningful 
reduction of primordial follicles and increase of developing follicles (P<0.05). The culture of 
ovarian cortex for two and six days, in all tested media, reduced the percentages of healthy 
primordial follicles when compared to fragments no-cultured (P<0.05). After two days of 
culture the reduction of healthy development follicles was observed in the follicles treated 
with 1000 ng/ml of IAA. After six days of culture the reduction of healthy development 
follicles was only observed in the follicles treated with 100 ng/mL and 500 ng/mL of IAA. In 
conclusion, Nelore bovine primordial follicles may be successfully activated in vitro after six 
days culturing in MEM+ containing 10 ng/mL of IAA. 
 
 
Keywords: Preantral follicles. In vitro culture. Indol acetic acid. Nelore. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Diversas biotécnicas na área da reprodução animal vêm sendo 

desenvolvidas, visando o melhoramento da produção e reprodução de animais domésticos, 

principalmente nas espécies de interesse econômico. Dentre estas biotécnicas, podemos 

destacar a Inseminação Artificial (I.A.), a Transferência de Embriões (T.E.), a Fecundação In 

Vitro (F.I.V.), a transgênese e a clonagem. Nas duas ultimas décadas, a biotécnica 

denominada Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais 

(MOIFOPA), tem se mostrado promissora por permitir o isolamento dos oócitos inclusos 

nesses folículos, o seu cultivo in vitro, e sua criopreservação. Em associação com outras 

biotécnicas reprodutivas, como a FIV e TE, a MOIFOPA poderá não somente otimizar, como 

também conservar o material genético de animais de alto valor econômico e zootécnico, e de 

espécies raras ou em extinção.  

O ovário de diferentes espécies de mamíferos contém milhares de oócitos 

inclusos em folículos primordiais e apenas 0,01% destes folículos desenvolvem-se até o 

estágio de folículo pré-ovulatório (EPPIG; O’BRIEN, 1996), a biotécnica de MOIFOPA tem 

por objetivo recuperar os oócitos inclusos nesses folículos e cultivá-los in vitro até sua 

completa maturação, evitando a atresia. A ativação é a primeira etapa para fazer com que os 

folículos primordiais que estavam em repouso iniciem seu crescimento. Neste contexto, o 

desenvolvimento de um sistema eficiente de cultivo in vitro é um ponto crucial para a 

ativação desses folículos, permitindo o desenvolvimento de um grande número de folículos 

pré-antrais, o que possibilitará uma melhor compreensão dos diversos fatores implicados na 

foliculogênese e no processo de atresia (FIGUEIREDO, 1995). Também poderá ser uma 

alternativa para o fornecimento de milhares de oócitos viáveis, inclusos em folículos pré-

antrais em diferentes estágios de desenvolvimento, para as biotécnicas de FIV e clonagem 

(TELFER, 1996). 

As fêmeas da raça Nelore têm se destacado no cenário reprodutivo nacional, 

devido ao sucesso da biotécnica de FIV associada à valorização desta raça. Uma possível 

explicação seria que animais da raça Nelore, ou vacas zebuínas em geral apresentam 

normalmente um maior número de folículos recrutados por onda, em comparação com vacas 

da raça européia (RUBIN et al., 2005). Este fato despertou o interesse de pesquisadores 

nacionais e internacionais. Com o advento da MOIFOPA, os fatores envolvidos na 
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foliculogênese da raça Nelore poderão ser esclarecidos, além de preservar o material genético 

destes animais pela criopreservação.   

A revisão de literatura a seguir aborda aspectos relacionados ao ovário da 

espécie bovina, oogênese, foliculogênese, população folicular, atresia, a ativação e 

crescimento de folículos pré-antrais  cultivados in vitro, o ácido 3 indol-acético, bem como, a 

importância das técnicas utilizadas para comprovar a ativação e crescimento de folículos pré-

antrais bovinos in vitro. Finalmente, será mostrada a contribuição deste trabalho sob a forma 

de  artigo científico referente ao cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais bovinos da 

raça Nelore. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 O OVÁRIO BOVINO 

 

 

O ovário mamífero é um órgão complexo, composto de vários tipos 

celulares que incluem oócitos, células da granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da 

superfície ovariana. Estes tipos celulares estão localizados na região cortical do ovário e, 

posteriormente, se diferenciam em vários subtipos. Por exemplo, as células da granulosa 

diferenciam-se em células do cúmulus, murais ou luteais, enquanto que as células da teca 

desenvolvem-se em camadas internas e externas (ERICKSON; SHIMASAKI, 2003). A região 

medular é localizada na porção mais interna do ovário, sendo constituída por tecido 

conjuntivo (fibroblastos, fibronectina e fibras colágenas do tipo I e II), nervos, vasos 

sangüíneos e linfáticos responsáveis pela nutrição e sustentação do ovário (Figura 1). Outros 

fatores produzidos pelos diferentes tipos celulares descritos contribuem para a formação de 

um sistema bastante complexo que regula as funções do ovário, que incluem a produção de 

gametas e hormônios (ERICKSON; SHIMASAKI, 2003).  

As fêmeas mamíferas nascem com um determinado número de oócitos 

formados  durante a vida fetal, como conseqüência dos processos de oogênese e  

foliculogênese (SAUMANDE, 1981). 
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Região cortical  

 

Figura 1 – Esquema i
(Adaptado
Região medular
lustrando do ovário na espécie bovina com suas principais estruturas. 
 de MAX et al. 2004). 
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2.1.1 Oogênese 

 

 

A oogênese em mamíferos pode ser definida como uma seqüência de 

eventos pelo qual as células germinativas primordiais (CGP) desenvolvem-se e diferenciam-

se até a formação do oócito haplóide até ser fecundado (RUSSE, 1983). A oogênese inicia-se 

na vida fetal, mas somente poderá ser completada meses ou anos mais tarde no animal adulto, 

após a fecundação (WASSARMAN, 1988).  

A fase de multiplicação das CGP que culmina com a formação de oogônias, 

ocorre nos ovinos e bovinos no 31° e 42° dias de gestação, respectivamente (RÜSSE, 1983). 

A transformação de oogônia em oócito é marcada pela replicação final do DNA durante o 

estágio de pré-leptóteno (interfase que segue a última divisão mitótica da oogônia), 

preparando a célula para a divisão meiótica (GORDON,1994). A seguir, as oogônias iniciam 

a prófase da meiose e diferenciam-se em oócitos (HIRSHFIELD, 1991).  

A meiose é iniciada aos 55º e 82º dias de gestação, respectivamente em 

ovinos (RUSSE, 1983) e bovinos (ERICKSON, 1966). Entretanto, no oócito primário, o 

processo meiótico é interrompido (1a interrupção meiótica) e o núcleo permanece no estágio 

de diplóteno (ERICKSON, 1966), conhecido como estágio de dictióteno ou de vesícula 

germinativa (GORDON, 1994). Os oócitos permanecem em estágio de dictióteno por vários 

anos, até que a maturidade sexual seja alcançada na puberdade e comecem os ciclos 

reprodutivos, ou seja, permanecem no estágio de prófase I até imediatamente antes da 

ovulação, quando então a meiose é retomada (MOORE; PERSAUD, 1994), passando do 

estado de vesícula germinativa para diacinese (HIRSHFIELD, 1991). O núcleo do oócito 

começa a segunda divisão meiótica, resultando na formação do oócito secundário, mas avança 

apenas até a metáfase II, quando então a segunda divisão meiótica é interrompida (GORDON, 

1994). Esta somente será retomada caso um espermatozóide penetre no oócito (MOORE; 

PERSAUD, 1994). 

Apesar desses critérios amplamente aceitos, Johnson et al (2004) 

propuseram a constante renovação de gametas nas fêmeas mamíferas jovens e adultas. A 

possível explicação seria a origem extragonadal das células germinativas, a partir da medula 

óssea (JOHNSON et al., 2005). Entretanto, estas informações tornaram-se motivo de 

questionamento e controvérsias  no meio acadêmico (BYSKOV et al., 2005). 
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2.1.2 Foliculogênese 

 

 

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

caracteriza-se pela formação, crescimento e maturação folicular. Este evento inicia-se com a 

formação do folículo primordial e culmina com a formação do folículo maduro, pré-

ovulatório ou de De Graaf  (SAUMANDE, 1991; MOORE; PERSAUD, 1994).  

O folículo primordial é formado quando uma camada de células somáticas 

pavimentosas conhecidas como células da pré-granulosa, originadas do tecido celômico, 

envolve o oócito (RUSSE, 1983; WANDJI et al., 1992). Ainda na fase pré-natal, alguns 

folículos primordiais são ativados, crescem e diferenciam-se em folículos primários (oócito 

circundado por uma camada de células da granulosa de forma cubóide); secundários (oócito 

circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de forma cúbica (HULSHOF et 

al., 1994) e terciários (oócitos circundados pela zona pelúcida, células foliculares, uma 

cavidade antral e células tecais (FORTUNE, 1994; FIGUEIREDO, 1995). Na espécie ovina, 

os folículos primordiais, primários, secundários e terciários são formados aos 90, 95, 103 e 

150 dias de gestação, respectivamente (RÜSSE, 1983; CLARCK et al., 1996). Os folículos 

antrais na espécie bovina começam a aparecer no 250° dia de gestação (ERICKSON, 1966). 

Somente na vida pós-natal, sob efeito hormonal, os folículos podem atingir o estágio  pré-

ovulatório (FORTUNE, 1994).  

A população folicular ovariana é bastante heterogênea (SAUMANDE, 

1981). De acordo com seu grau de evolução, os folículos podem ser divididos em: a) folículos 

pré-antrais ou não cavitários, que abrangem os folículos primordiais, primários e secundários, 

e b) folículos antrais ou cavitários, compreendendo os folículos terciários, de De Graaf ou 

pré-ovulatório (HULSHOF et al., 1994).  

As diferentes categorias de folículos ovarianos estão esquematicamente 

apresentados na Figura 2. 
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4 

Figura 2 – Representação esquemática do desenvolvimento dos folículos ovarianos. 
(Adaptado de RODGERS et al. 1999). 1. Oócito primário; 2. Célula da Pré-
granulosa; 3. Membrana basal; 4. Células da Granulosa; 5. Cavidade antral; 6. 
Célula da teca e 7. Oócito secundário. 

 

 

a) Folículos pré-antrais 

Os folículos pré-antrais compreendem os folículos primordiais, primários e 

secundários (HULSHOF et al., 1995). Estas três classes foliculares podem ser diferenciadas 

basicamente pelo número e forma das camadas de células da granulosa que circundam o 

oócito.  

 

 

a.1) Folículos primordiais

Denominados ainda de folículos de reserva ou quiescentes os folículos primordiais 

compreendem cerca de 90% a 95% de toda a população folicular presente no ovário 

(ERICKSON, 1986) e são constituídos por um oócito central circundado por uma camada de 

células da pré-granulosa de forma pavimentosa. O diâmetro médio dos folículos primordiais 

varia de acordo com a espécie animal, sendo 35,2, 18,0  e 21,5 µm em bovinos (BRAW-TAL; 

YOSSEFI, 1997), ovinos (AMORIM et al., 2000) e caprinos (LUCCI et al., 1999a), 

respectivamente.  

 

a.2) Folículos primários

Estes são constituídos por um oócito central circundado por uma única camada de 

células da granulosa de forma cúbica (HULSHOF et al., 1994). Na espécie bovina, ovina e 

caprina, o diâmetro médio encontra-se em torno de 55,06 (BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997), 

35,01 (AMORIM et al., 2000) e 34,7 µm (LUCCI et al., 1999a), respectivamente.   
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a.3) Folículos Secundários

São caracterizados por um oócito central circundado por duas ou mais camadas de 

células da granulosa de forma cúbica. Nos estágios mais avançados, os folículos secundários 

apresentam as fibras do tecido conjuntivo organizadas paralelamente à membrana basal, para 

formar a camada de células tecais (VAN DEN HURK et al., 1997), podendo ainda ser 

encontrada a membrana hialinizada ou zona pelúcida (FIGUEIREDO, 1995). Nas espécies 

bovina, ovina e caprina, os folículos secundários possuem um diâmetro médio de 165,5 

(BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997), 66,03 (AMORIM et al., 2000) e 58,94 µm (LUCCI et al., 

1999a), respectivamente.  

 

b)  Folículos antrais 

Folículos antrais podem ser classificados como folículos terciários e folículos de De 

Graaf, denominados por maduros ou pré-ovulatórios.  

 

b.1) Folículos terciários

Os folículos terciários são constituídos de um oócito circundado pela zona pelúcida, 

várias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade antral, uma membrana basal e 

duas camadas de células tecais conhecidas como teca interna e teca externa (GORDON, 

1994).  

 

b.2) Folículo de De Graaf ou pré-ovulatório

 O folículo de De Graaf ou pré-ovulatório, representa o estágio terminal do 

desenvolvimento folicular (HULSHOF et al., 1994).  O diâmetro dos folículos pré-ovulatórios 

pode variar de 1mm em ratas a 20mm de diâmetro na mulher (FORTUNE, 1994). 

 

 

2.2 ATRESIA 

 

 

Os folículos ovarianos pré-antrais representam cerca de 90% da população 

folicular (SAUMANDE, 1991) e são responsáveis pela constante renovação de folículos 

antrais no ovário (IRELAND, 1987). No entanto, cerca de 99,9% dos folículos de um ovário 

não ovulam, sofrem um processo fisiológico conhecido como atresia, que causa a morte do 

folículo, por via degenerativa (SAUMANDE, 1991) e/ou apoptótica (FIGUEIREDO, 1995).  
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A atresia acomete todas as espécies domésticas e pode ocorrer em qualquer 

estágio do desenvolvimento folicular (IRELAND, 1987). Segundo Ingran (1962), vários são 

os fatores que podem influenciar o processo de atresia, como idade, ciclo reprodutivo, 

gestação, lactação, hipofisectomia, ovariectomia unilateral, hormônios e nutrição. A atresia 

reduz de maneira significativa o número de oócitos potencialmente ovuláveis,  apesar de ser 

um fenômeno natural e independentemente da fase na qual ocorra, tem como conseqüência a 

diminuição da produção de oócitos viáveis durante a vida reprodutiva de um animal.  

 

 

2.3 POPULAÇÃO FOLICULAR EM OVÁRIOS DE MAMÍFEROS 

 

 

Na espécie bovina, ao nascimento a população folicular está em torno de 

235.000 folículos por ovário (BETTERIDGE et al., 1989). Nas espécies caprina, ovina e na 

mulher, este número foi estimado em 37.646 (LUCCI et al., 1999b), 160.000 

(DRIANCOURT, 1991) e 2.000.000 (ERICKSON, 1986), respectivamente.  No entanto, 

outros fatores como idade (RUSSE, 1983), raça (CAHILL et al., 1979), níveis hormonais 

(PETERS, 1976), genética (ERICKSON 1966) e estágio reprodutivo (ERICKSON et al., 

1976) podem exercer influência sobre a população folicular ovariana.  

 

 

2.4 ATIVAÇÃO E CRESCIMENTO DOS FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS IN VITRO 

 

 

Para que o crescimento dos folículos primordiais ocorra, é necessário, 

primeiramente, que eles sejam ativados. A ativação dos folículos primordiais é um processo 

que se dá pela passagem dos folículos do pool de reserva ou folículos quiescentes para o pool 

de folículos em crescimento (primário, secundário, terciário e/ou pré-ovulatório; RUSSE, 

1983). O primeiro sinal de ativação dos folículos primordiais é a retomada da proliferação das 

células da granulosa, ou seja, o folículo primordial, o qual apresenta-se circundado por uma 

camada de células da granulosa de formato pavimentoso e cúbico (BRAW-TAL; YOSSEFI, 

1997) transforma-se em folículo primário (VAN DEN HURK et al.,1997), circundado por 

somente uma camada de células cubóides. Além da mudança da forma das células da 

granulosa, os volumes citoplasmático e nuclear do oócito aumentam consideravelmente 



 23

(HIRSHFIELD, 1991). O conhecimento sobre os fatores e mecanismos envolvidos na 

regulação e ativação dos folículos primordiais são escassos, entretanto, existem hipóteses de 

que o número de folículos primordiais que deixa o pool de folículos quiescentes é pré-

determinado e, que o FSH age sobre a ativação folicular (BETTERIDGE et al.,1989). 

Hirsfield (1991) sugeriu que a ativação e o crescimento dos folículos primordiais devem ser 

controlados tanto por fatores endócrinos (gonadotrofinas), como por fatores intraovarianos 

(fatores de crescimento). A ativação dos folículos primordiais continua assim que é iniciada, 

independentemente da fase do ciclo, idade e gestação (JEWGENOW; PITRA, 1993). 

No tocante à ativação de folículos primordiais in vitro, Eppig e O’Brien 

(1996) obtiveram sucesso após cultivo de ovários de camundongas recém-nascidas, onde um 

grande número de folículos primordiais iniciou seu crescimento e desenvolveram-se até o 

estágio de folículos secundários. Da mesma forma, a ativação de folículos primordiais 

bovinos (WANDJI et al.,1996; BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997) e babuínos (FORTUNE et 

al.,1998) também foi alcançada com êxito após cultivo de pequenos fragmentos de córtex 

ovariano de fetos.  

 

 

2.5 CULTIVO in vitro DE FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS 

 

 

Notável progresso tem sido observado no cultivo in vitro de folículos pré-

antrais em diferentes espécies animais. Em felinos (JEWGENOW; STOLT, 1996) e 

marsupiais (BUTCHER; ULLMAN, 1996) já foi observado o crescimento de folículos 

ovarianos pré-antrais isolados após o cultivo in vitro, porém, sem a formação de antro. Em 

felinos, a adição de FSH ao meio de cultivo estimulou o crescimento folicular (JEWGENOW; 

PITRA, 1993), enquanto a adição do Fator de  Crescimento Epidérmico (EGF) e Insulina + 

Transferrina + Selenium (ITS) ao meio, resultou na manutenção da integridade dos folículos 

pré-antrais cultivados in vitro (JEWGENOW; GORITZ, 1995). Nas espécies ovina 

(CECCONI et al., 1999), bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000) e 

caprina (HUANMIN; YONG, 2000) folículos pré-antrais isolados desenvolveram-se in vitro 

até o estágio antral. O desenvolvimento de folículos antrais a partir de folículos pré-antrais foi 

igualmente obtido para humanos (ROY; TREACY, 1993). 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 estágio de blastocisto (WU et al., 2001). 
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Apesar do grande avanço no cultivo in vitro de folículos pré-antrais com as referidas espécies 

supracitadas, os resultados mais satisfatórios têm sido observado em animais de laboratório. 

Daniel et al. (1989) relataram a produção in vitro de embriões de ratos a partir da fecundação 

de oócitos oriundos de folículos ovarianos pré-antrais cultivados in vitro. Em camundongos, o 

desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais foi descrito por vários autores (EPPIG, 1997; 

QVIST et al., 1990; CARROLL et al., 1991; NAYÜDU; OSBORN, 1992). Entretanto, os 

melhores resultados foram observados por Eppig e O’ Brien (1996) que obtiveram o 

nascimento de camundongos a partir de folículos pré-antrais desenvolvidos, maturados e 

fecundados in vitro. Carroll et al. (1990) obtiveram também o nascimento de camundongos in 

vitro após congelação e descongelação de folículos pré-antrais. 

 

 

2.6 DESENVOLVIMENTO FOLICULAR in vitro 

 

 

A composição do meio de cultivo é um importante fator para a obtenção de 

sucesso durante o cultivo de folículos pré-antrais in vitro. Figueiredo et al. (1994) 

descreveram que a sobrevivência dos folículos pré-antrais bovinos in vitro foi reduzida na 

ausência de hipoxantina e substratos energéticos, tais como piruvato e glutamina. Também foi 

demonstrado que a adição de uma mistura de piruvato (0,23 mM), glutamina (2 mM) e 

hipoxantina ao meio de cultivo de base denominado controle (Meio Essencial Mínimo - 

MEM) suplementado com antibióticos: penicilina – 20 UI/mL, estreptomicina – 200 µg/mL, 

10% de soro fetal bovino e ITS (insulina – 6,25 µg/mL, transferrina – 6,25 ng/mL e selênio – 

6,25 ng/mL) aumentou significativamente a percentagem de folículos morfologicamente 

normais de 29,4% (meio controle) para 78,0% (meio tratado).                   

Jewgenow (1998) também mostrou que a adição de piruvato, glutamina e hipoxantina ao 

MEM é essencial para o crescimento in vitro de folículos pré-antrais felinos. 

 

 

2 7 ÀCIDO 3-INDOL-ACÉTICO (IAA) 

 

 

O Ácido 3-Indol-Acético (IAA) é uma molécula pertencente ao grupo das 

auxinas isolada da água de coco, que tem ação benéfica sobre os espermatozóides (NUNES e 
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COMBARNOUS, 1995). O IAA é um hormônio que atua no crescimento de vegetais 

(BARBIER-BRYGOO, 1995), ligando-se às proteínas solúveis da seiva, sendo transportado a 

receptores transmembranários, provocando, direta ou indiretamente, respostas celulares 

variadas (TONIOLLI et al., 1996), tais como o aumento da plasticidade da parede celular, 

aumento da entrada de água na célula e alteração do metabolismo dos ácidos nucléicos e da 

respiração celular (GALSTON; PURVES, 1960) promovendo o crescimento da célula 

(BARBIER-BRYGOO, 1995). Toniolli et al. (1996), utilizaram o IAA para conservar sêmen 

suíno a 15°C e obtiveram resultados satisfatórios. O IAA também foi utilizado para conservar 

folículos pré-antrais caprinos a 4o C por até 24 h (FERREIRA et al., 2001). Andrade et al. 

(2005), observaram indução da ativação em folículos ovarianos pré-antrais ovinos, cultivados 

in vitro, por dois ou seis dias em MEM suplementado e acrescido de 40 ng/ mL de IAA. 

 

 

2.8 TÉCNICAS UTILIZADAS PARA COMPROVAR A ATIVAÇÃO E O CRESCIMENTO DE 

FOLÍCULOS PRIMORDIAIS 

 

 

Após a ativação dos folículos primordiais, ocorrem importantes mudanças 

no oócito e nas células da granulosa. A análise morfológica, por meio de histologia, tem sido 

de grande valor para avaliar a integridade folicular. Associada à técnicas de coloração 

específicas, como o PAS-hematoxilina, a histologia auxilia principalmente na detecção da 

membrana basal ao redor do folículo (FIGUEIREDO et al., 1994; 1995).  

Na análise histológica, as alterações indicativas de atresia em folículos pré-

antrais ocorrem primariamente no oócito, sendo a picnose nuclear o primeiro sinal de atresia 

(WOOD et al., 1997). Mais recentemente, SILVA et al. (2002) demonstraram que oócitos de 

folículos primordiais caprinos são mais sensíveis à degeneração do que as células da 

granulosa. Já em folículos antrais, a picnose nuclear e a vacuolização citoplasmática ocorrem 

primariamente nas células da granulosa (HAY et al., 1976). Em seguida, ocorre o 

aparecimento de alterações degenerativas nas células tecais (O`SHEA et al., 1978) e, 

finalmente, no oócito (HAY et al., 1976). 

 Entretanto, o sucesso dos estudos sobre o início do crescimento de 

folículos primordiais depende da disponibilidade de marcadores sensíveis para detectar o 

princípio do crescimento folicular (WANDJI et al., 1996). O antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA) é uma proteína produzida por células em multiplicação, e que está 
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relacionado com o início de crescimento folicular (WANDJI et al., 1996). Neste contexto, 

FORTUNE et al. (1998) demonstraram que o PCNA pode ser utilizado com sucesso como 

marcador para detectar o início do crescimento de folículos primordiais de bovinos e 

babuínos. Por outro lado, a incorporação de marcadores radioativos (H3-timidina) ou não 

radioativos (Bromodesoxiuridina – BrdU) no DNA de células com atividade proliferativa 

também tem sido utilizada com bastante êxito para comprovar o início do crescimento de 

folículos primordiais bovinos (H3-timidina – BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997) e felinos (BrdU 

– JEWGENOW, 1998).  
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4 JUSTIFICATIVA 

 

 

A biotécnica de manipulação de oócitos inclusos em folículos ovarianos 

pré-antrais tem permitido a recuperação de dezenas a milhares de folículos primordiais a 

partir de um único ovário, com o intuito de evitar a grande perda folicular que, normalmente, 

ocorre in vivo. No entanto, para que estes folículos possam entrar em fase de crescimento é 

preciso que sejam ativados, ou seja, retomem a proliferação das células da granulosa, 

aumentem os volumes citoplasmático e nuclear do oócito. Neste contexto, destaca-se a 

importância do aperfeiçoamento de um sistema de cultivo in vitro capaz de ativar esses 

folículos, e assegurar seu posterior crescimento in vitro, otimizando o aproveitamento do 

potencial oocitário da espécie bovina e incrementando a eficiência da reprodução animal. 

Esses folículos poderão ainda, ser utilizados em programas de maturação e fecundação in 

vitro, transferência de embriões e/ou criopreservação.  

Estudos referentes aos fatores e mecanismos envolvidos na regulação e 

ativação dos folículos primordiais são escassos, especialmente em animais de produção, como 

bovinos principalmente na raça Nelore. Diversos autores têm investigado o efeito de vários 

componentes no cultivo de folículos pré-antrais tanto de animais de laboratórios como 

animais domésticos como vaca, cabra, ovelha. Substâncias como soro fetal, FSH, 17β-

estradiol, Fator de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Crescimento semelhante a Insulina 

(IGF) são largamente utilizadas. Entretanto, a utilização do ácido 3-indol acético ainda não foi 

testada no cultivo in vitro de folículos pré-antrais bovinos. 

O aperfeiçoamento de um sistema de cultivo in vitro, utilizando o IAA 

poderá fornecer subsídios para uma melhor compreensão  acerca dos fatores que regulam a 

ativação dos folículos primordiais, fatores esses necessários para a sobrevivência e início do 

crescimento folicular e conseqüentemente a adoção da biotécnica na reprodução animal. Além 

disso, os oócitos provenientes destes folículos poderão ser usados para fecundação in vitro e 

produzir um grande número de embriões, sendo um fator determinante para otimizar a 

multiplicação de bovinos de alto valor zootécnico. Os resultados poderão ainda ser 

extensivamente aplicados a outras espécies de mamíferos, além de contribuírem para um 

melhor conhecimento das particularidades do desenvolvimento folicular da raça Nelore.   
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5 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

 

Diante do exposto na revisão de literatura, a seguinte hipótese foi postulada: 

 
O ácido 3 indol-acético pode estimular a ativação e  crescimento in vitro de 

folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore.  
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6 OBJETIVOS 

 

 

6.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

• Padronizar e aperfeiçoar um sistema de cultivo in vitro para folículos ovarianos pré-

antrais bovinos da raça Nelore. 

 

 

6.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

 

• Avaliar a ativação, o crescimento e a viabilidade de folículos pré-antrais bovinos da 

raça Nelore, na ausência ou na presença de diferentes concentrações de ácido 3 indol-

acético por dois e seis dias de cultivo in vitro, utilizando a histologia. 
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BLASCHI, Wanessa. Efeito de diferentes concentrações de ácido 3-indol-acético na 
ativação e crescimento in vitro de folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore. Londrina : 
UEL, 2006. (Dissertação de Mestrado em Ciência Animal).  
 

Resumo 

 

Avaliou-se o desenvolvimento de folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore, após o cultivo 
in vitro do córtex ovariano em várias concentrações de ácido 3-indol acético (VETEC®) 
(IAA). O córtex ovariano foi dividido em fragmentos de aproximadamente 5x5mm. Dois 
fragmentos foram imediatamente fixados em Carnoy (fragmentos não-cultivados) e os demais 
destinados individualmente ao cultivo em placas com 24 orfícios (NUNCLON®) contendo 
meio essencial mínimo suplementado (MEM+) (GIBCO®)  acrescido de 10, 40, 100, 500 ou 
1000 ng/mL de IAA. O período de cultivo foi de dois e seis dias a 39 0C e 5% de CO2 em ar. 
Após o cultivo in vitro, observou-se redução significativa de folículos primordiais e aumento 
de folículos em desenvolvimento (P<0,05), para o MEM+ acrescido de 10 ng/mL de IAA. Em 
relação aos folículos dos fragmentos não-cultivados, houve redução de folículos primordiais 
histologicamente normais no cultivo por dois e seis dias (P<0,05). Após dois dias de cultivo, a 
redução de folículos normais em desenvolvimento foi observada nos folículos suplementados 
com 1000 ng/mL de IAA.  Após seis dias de cultivo, a redução de folículos normais em 
desenvolvimento foi observada apenas nos folículos suplementados com 100 ng/mL e 500 
ng/mL de IAA. Conclui-se que, folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore podem ser 
ativados in vitro após  seis dias de cultivo em MEM+ suplementado com 10 ng/mL de IAA. 
 

Palavras-chave: folículos pré-antrais, cultivo in vitro, ácido 3-indol acético, bovino, Nelore 
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BLASCHI, Wanessa. Effect of diferent concentrations of indol acetic acid in the  
activation and growth of Nelore preantral follicles. Londrina : UEL, 2006. (Thesis- Master 
of Animal Science).  
 

Abstract 

 

The aim of this work was to evaluate the development of Nelore preantral follicles after in 
vitro culture of ovarian cortex in different concentrations of indol acetic acid (VETEC®) 
(IAA). The ovarian cortex was divided into fragments of approximately 5x5 mm. Two 
fragment was immediately fixed in Carnoy (fragments no-cultured) where as the other 
fragments were cultured individually in culture dishes with 24 holes (NUNCLON®) content 
minimum essential medium supplemented (MEM+) (GIBCO®) and add with 10, 40, 100, 500 
or 1000 ng/mL of IAA. The culture period was two and six days at 39 0C with 5% CO2 in air. 
After six days of in vitro culture, the MEM+ added of 10 ng/ml of IAA presented meaningful 
reduction of primordial follicles and increase of developing follicles (P<0.05). The culture of 
ovarian cortex for two and six days, in all tested media, reduced the percentages of healthy 
primordial follicles when compared to fragments no-cultured (P<0.05). After two days of 
culture the reduction of healthy development follicles was observed in the follicles treated 
with 1000 ng/ml of IAA. After six days of culture the reduction of healthy development 
follicles was only observed in the follicles treated with 100 ng/mL and 500 ng/mL of IAA. In 
conclusion, Nelore bovine primordial follicles may be successfully activated in vitro after six 
days culturing in MEM+ containing 10 ng/mL of IAA. 
 

Key words: preantral follicles, in vitro culture, indol acetic acid, Nelore 
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1. Introdução 

 

O ovário de mamíferos contém milhares de oócitos inclusos em folículos primordiais, 

e apenas 0,01% destes folículos desenvolvem-se até o estágio de folículo pré-ovulatório 

(EPPIG; O’BRIEN, 1996). Os folículos ovarianos pré-antrais representam cerca de 90% da 

população folicular (SAUMANDE, 1991), e cerca de 99,9% dos folículos de um ovário não 

ovulam, sofrem um processo fisiológico conhecido como atresia, que causa a morte do 

folículo, por via degenerativa (SAUMANDE, 1991) e/ou apoptótica (FIGUEIREDO, 1995).  

Apesar desses critérios amplamente aceitos, Johnson et al (2004) propuseram a 

constante renovação de gametas nas fêmeas mamíferas jovens e adultas. A possível 

explicação seria a origem extragonadal das células germinativas, a partir da medula óssea 

(JOHNSON et al., 2005). Entretanto, estas informações tornaram-se motivo de 

questionamento e controvérsias  no meio acadêmico (BYSKOV et al., 2005). 

Independente da controvérsia, a aplicação da biotécnica de manipulação de oócitos 

inclusos em folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) tem por objetivo recuperar um 

grande número de oócitos inclusos nesses folículos e cultivá-los in vitro até sua completa 

maturação, evitando a atresia. A ativação é a primeira etapa para fazer com que os folículos 

primordiais que estavam em repouso iniciem seu crescimento (FORTUNE et al., 2000). 

Neste contexto, o desenvolvimento de um sistema eficiente de cultivo in vitro é um 

ponto crucial para a ativação desses folículos, permitindo o desenvolvimento de um grande 

número de folículos pré-antrais, o que possibilitará uma melhor compreensão dos diversos 

fatores implicados na foliculogênese e no processo de atresia (FIGUEIREDO, 1995). 

Também poderá ser uma alternativa para o fornecimento de milhares de oócitos viáveis, 

inclusos em folículos pré-antrais em diversos estágios de desenvolvimento, para as 

biotécnicas de fecundação in vitro e clonagem (TELFER, 1996).  
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As fêmeas da raça Nelore têm se destacado no cenário reprodutivo nacional, devido ao 

sucesso da biotécnica de FIV associada à valorização desta raça. Uma possível explicação 

seria que animais da raça Nelore, ou vacas zebuínas em geral apresentam normalmente um 

maior número de folículos recrutados por onda, em comparação com vacas da raça européia 

(RUBIN et al., 2005). Este fato despertou o interesse de pesquisadores nacionais e 

internacionais. Com o advento da MOIFOPA, os fatores envolvidos na foliculogênese da raça 

Nelore poderão ser esclarecidos, além de preservar o material genético destes animais pela 

criopreservação.   

Para o cultivo in vitro de córtex ovariano bovino, o meio essencial mínimo (MEM) 

tem sido utilizado com sucesso (BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997). 

O Ácido 3-Indol-Acético (IAA) é uma molécula pertencente ao grupo das auxinas 

isolada da água de coco, que tem ação benéfica sobre os espermatozóides (NUNES; 

COMBARNOUS, 1995). O IAA é um hormônio que atua no crescimento de vegetais 

(BARBIER-BRYGOO, 1995), ligando-se às proteínas solúveis da seiva, sendo transportado a 

receptores transmembranários, provocando, direta ou indiretamente, respostas celulares 

variadas (TONIOLLI et al., 1996), tais como o aumento da plasticidade da parede celular, 

aumento da entrada de água na célula e alteração do metabolismo dos ácidos nucléicos e da 

respiração celular (GALSTON; PURVES, 1960) promovendo o crescimento da célula 

(BARBIER-BRYGOO, 1995). 

A adição do IAA em MEM viabilizou a conservação de sêmen caprino (NUNES; 

COMBARNOUS, 1995), suíno (TONIOLLI et al., 1996) e humano (NUNES, 1998). O IAA 

também foi utilizado para conservar folículos pré-antrais caprinos a 4o C por até 24 h 

(FERREIRA et al., 2001).  

No cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais ovinos, o MEM adicionado de 40 

ng/mL de IAA demonstrou indução de ativação (ANDRADE et al., 2005). Entretanto, o papel 
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do MEM suplementado com IAA no desenvolvimento folicular permanece desconhecido em 

bovinos.  

O presente estudo objetivou estabelecer condições de cultivo in vitro para manter o 

crescimento e a sobrevivência de folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore, com diferentes 

concentrações de IAA. 

  

2. Material e métodos 

 

Foram coletados quatro ovários oriundos de novilhas da raça Nelore em abatedouros  

da região de Londrina, norte do estado do Paraná. Imediatamente após a coleta, os ovários 

foram lavados em álcool 70% e, posteriormente, duas vezes em solução fisiológica 0,9%. 

Após este procedimento, os ovários foram depositados em tubos de 50 mL, contendo solução 

fisiológica 0,9% suplementada com penicilina (SIGMA®; 200 UI/mL) e estreptomicina 

(VETEC®; 200 mg/mL) e transportados para o laboratório a 39 °C em recipiente térmico. O 

tempo entre a coleta dos ovários e a chegada ao laboratório foi inferior à uma hora. 

No laboratório, em condições assépticas foram retirados os ligamentos e tecido 

circundante dos ovários. Em seguida, com a utilização de bisturi cirúrgico, cada gônada foi 

seccionada longitudinalmente para retirada da medula, grandes folículos antrais e corpos 

lúteos. O córtex foi dividido em 16 fragmentos de aproximadamente 5 x 5 mm. Dois 

fragmentos não cultivados, escolhidos aleatoriamente, foram fixados em Carnoy (BEHMER 

et al., 1976) para análise histológica. Os outros 14 fragmentos foram cultivados 

individualmente em placas de cultivo de 24 orifícios (NUNCLON®), cada um contendo 1mL 

dos seguintes meios: MEM suplementado (MEM+) com penicilina (SIGMA®; 200 UI/mL), 

estreptomicina (VETEC®; 200 mg/mL), albumina sérica bovina (SIGMA®; 1,25 mg/mL), 

ITS (insulina, 6,25 µg/mL; transferrina, 6,25 µg/mL e selênio, 6,25 ng/mL; GIBCO®), 
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piruvato (NUCLEAR®; 0,23 mM), glutamina (GIBCO®; 2mM) e hipoxantina (SIGMA®; 2 

mM). O tratamento 1 (T1) consistiu de 1 mL de MEM+ sem a adição do IAA; os demais 

tratamentos foram suplementados com 10 ng/mL de IAA (T2); 40 ng/mL de IAA (T3);  100 

ng/mL de IAA (T4); 500 ng/mL de IAA (T5) e 1000 ng/mL de IAA (T6), como apresentado 

na Figura 1.  

 

PAR DE OVÁRIOS (remoção da medula) 
 
            fragmentação do córtex 

   16 fragmentos 
 
 2 fragmentos não cultivados – Carnoy  

Cultivo in vitro 
       Placas de cultivo de 24 orificios  
       39 oC  e   5% CO2 

 
 
 
 
MEM+  MEM+               MEM+                MEM+                 MEM+              MEM+ 
                      10 ng/mL          40 ng/mL              100 ng/mL           500 ng/mL        1000 ng/mL 

    T1                    T2                     T3                         T4                        T5                        T6 

 
 
 
Figura 1. Protocolo experimental para o cultivo in vitro de folículos primordiais bovinos da 

raça Nelore na presença ou ausência de IAA. 

 

O cultivo in vitro dos foliculos pré-antrais contidos nos fragmentos de córtex ovariano, 

foi realizado a 39 °C em atmosfera com 5% CO2 em ar, durante dois e seis dias, conforme o 

tratamento. Foram realizadas quatro réplicas de cada tratamento. Os fragmentos de córtex 

ovariano não cultivados, e os cultivados por dois e seis dias em cada tratamento foram 

destinados ao processamento para histologia. Após a fixação em Carnoy (BEHMER et al., 

1976) por 24 h, os fragmentos de córtex ovariano foram desidratados em etanol, diafanizados 

em Xilol e imergidos em parafina. Cada fragmento foi cortado de forma seriada a cada 5 µm. 
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As secções resultantes foram montadas em lâminas e coradas pelo método hematoxilina-

eosina (HE – BEHMER et al., 1976). 

     Os folículos foram classificados de acordo com o estádio de desenvolvimento. 

Considerou-se aqueles com uma camada de células da granulosa de formato pavimentoso 

envolvendo o oócito, como primordiais. Três categorias foram consideradas como folículos em 

desenvolvimento. Os folículos primários iniciais apresentavam uma camada de células da 

granulosa de formato pavimentoso-cúbico envolvendo o oócito. Nos folículos primários, 

observou-se uma camada de células da granulosa de formato cúbico envolvendo o oócito. A 

terceira categoria a dos folículos secundários, os oócitos estavam envolvidos por duas ou mais 

camadas de células da granulosa de formato cúbico, de acordo com Fortune et al. (1998). A 

morfologia folicular foi avaliada de acordo com a integridade da membrana basal, a densidade 

celular, a ocorrência de corpos picnóticos e a integridade do oócito. Cada folículo foi 

classificado como morfologicamente normal (viável) ou degenerado. Foram avaliados 120 

folículos por tratamento, sendo 30 por réplica.  

 A eficiência na indução da ativação foi considerada pelo aumento do percentual de 

folículos em desenvolvimento e redução do percentual de folículos primordiais. Esta análise foi 

realizada a partir da comparação dos folículos do grupo não cultivado e folículos dos diferentes 

tratamentos aos dois e seis dias de cultivo. 

A viabilidade dos folículos foi considerada a partir do percentual de folículos primordiais 

e em desenvolvimento, morfologicamente normais. A comparação foi realizada entre os 

folículos do grupo não cultivado e os folículos dos diferentes tratamentos nos dias dois e seis de 

cultivo.  

A eficiência para indução da ativação e a viabilidade dos folículos foram comparadas 

pelo teste de Tukey (SAS System) ao nível de significância de 5% (P<0,05).  
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3. Resultados 

 

Os resultados foram dispostos na forma de tabela, sendo que a Tabela 1 demonstra a 

porcentagem de folículos primordiais (55,8%) e em desenvolvimento (44,2%) nos fragmentos de 

córtex ovariano não cultivados. Em seis dias de cultivo, o tratamento suplementado com 10 

ng/mL de IAA, demonstrou uma redução significativa (p<0,05) da porcentagem de folículos 

primordiais concomitante com o aumento da porcentagem de folículos em desenvolvimento. 

 Ao se comparar a porcentagem de folículos primordiais e em desenvolvimento entre os 

tratamentos aos dois e seis dias de cultivo, não foi detectada diferença significativa. 

 

Tabela 1. Porcentagem de folículos primordiais e em desenvolvimento nos fragmentos de córtex 

não-cultivados, e nos fragmentos cultivados in vitro  por dois e seis dias nos diferentes 

tratamentos, em ovários de novilhas Nelore, Londrina, 2006.  

 

                                              % folículos primordiais           % folículos em desenvolvimento 

Fragmentos 

não-cultivados                                       55,8                                                         44,2 

Fragmentos cultivados           dia 2                     dia 6                          dia 2                    dia 6      

MEM+                                   53,3  aA                 55,0 aA                       46,7 aA                  45,0 aA

MEM+ IAA 10                      60,0 aA                 40,0  bA *                    40,0  bA                 60,0 aA *

MEM+ IAA 40                      53,3 aA                 53,3   aA                                  46,7 aA                        46,7 aA  

MEM+ IAA 100                    48,3  aA                      56,7  aA                       51,7 aA                 43,3 aA 

MEM+ IAA 500                    45,8 aA                 51,7 aA                        54,2 aA                 48,3 aA 

MEM+ IAA 1000                  60,8  aA                      50,0 aA                        39,2 aA                 50,0 aA

 

 * difere significativamente do tecido não cultivado  

a b – valores com letras diferentes, na mesma linha, são estatisticamente diferentes (P<0,05)  

A B – valores com letras diferentes, na mesma coluna, são estatisticamente diferentes (P<0,05)  
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A Figura 2 e 3 ilustra folículos primordiais e em desenvolvimento morfologicamente 

normais contidos em fragmento de córtex ovariano de novilha Nelore, cultivado in vitro por 6 

dias em MEM+ 10 ng/mL de IAA.  

 

 
Figura 2: Folículo primordial viável em fragmento de córtex ovariano de novilha Nelore, 

cultivado in vitro por 6 dias em MEM+ 10 ng/mL de IAA. Corte histológico corado 
por HE, MOC aumento de 40x 

 

 

 
Figura 3: Folículos primordiais e em desenvolvimento viáveis em fragmento de córtex ovariano 

de novilha Nelore, cultivado in vitro por 6 dias em MEM+ 10 ng/mL de IAA. Corte 
histológico corado por HE, MOC aumento de 40x. 
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A Tabela 2 apresenta a porcentagem de folículos primordiais viáveis nos fragmentos de 

córtex ovariano não cultivados e após o cultivo in vitro por dois e seis dias nos diferentes 

tratamentos. 

O cultivo dos fragmentos de córtex ovariano por dois e seis dias, em todos os tratamentos 

testados, reduziu significativamente a porcentagem de folículos primordiais viáveis quando 

comparados aos fragmentos não cultivados (p<0,05). 

A comparação entre os diferentes tratamentos para cada período de cultivo não 

demonstrou diferença significativa na porcentagem de folículos primordiais viáveis. Resultados 

similares foram observados na comparação entre os períodos de cultivo em cada tratamento. 

 

 

Tabela 2. Viabilidade de folículos primordiais em fragmentos de córtex ovariano não-cultivados 

e nos fragmentos após cultivo in vitro por dois e seis dias nos diferentes tratamentos, em ovários 

de novilhas Nelore, Londrina, 2006. 

 

                                                                                        Viabilidade folicular 

Fragmentos não-cultivados                                                        39,2 %                                           

Fragmentos cultivados      dia2          dia 6 

MEM+            18,3  a A * 23,3  a A *

MEM+ IAA 10       25,0  a A *                21,7  a A *

MEM+ IAA 40      17,5  a A *                21,7  a A *

MEM+ IAA 100       19,2 a A *                23,3  a A *

MEM+ IAA 500        15,0 a A *                19,2  a A *

MEM+ IAA 1000        21,7 a A *                15,0  a A *

 

* difere significativamente do tecido não cultivado  
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Nas figuras 4 e 5 observou-se folículos degenerados, contidos em fragmento de córtex 

ovariano de novilha Nelore, cultivado in vitro por 6 dias em MEM+ 1000 ng/mL de IAA.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Folículos primor
Nelore, cultivado in vitro po
por HE, MOC aumento de
picnótico. 
 

 

Figura 5: Folículo primordia
cultivado in vitro por 6 dias
MOC aumento de 40x. Lege
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A  Tabela 3 apresenta a porcentagem de folículos viáveis em desenvolvimento nos 

fragmentos de córtex ovariano não cultivados e após o cultivo in vitro por dois e seis dias nos 

diferentes tratamentos. 

Quanto ao efeito do período de cultivo sobre a viabilidade dos folículos, após seis dias de 

cultivo, os tratamentos com 100 e 500 ng/mL de IAA mostraram as reduções mais significativas 

na porcentagem de folículos viáveis em desenvolvimento, quando comparados aos  folículos dos 

fragmentos não-cultivados (p<0,05). O mesmo aspecto, em relação a redução de folículos 

viáveis em desenvolvimento, também foi verificado nos fragmentos de córtex ovariano 

cultivados por dois dias em 1000 ng/mL de IAA. 

Após seis dias de cultivo, o MEM+ suplementado com 10 ng/mL de IAA apresentou o 

melhor resultado, pois não houve redução na porcentagem de folículos viáveis em 

desenvolvimento, diferindo significativamente (p<0,05) dos tratamentos com 100 e 500 ng/mL 

de IAA).  
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Tabela 3. Viabilidade de folículos em desenvolvimento em fragmentos de córtex ovariano não-

cultivados e no tecido após cultivo in vitro por dois e seis dias nos diferentes tratamentos, em 

ovários de novilhas Nelore, Londrina, 2006. 

 

                                                                                        Viabilidade folicular 

Fragmentos não-cultivados                                                         22,5 %                                         

Fragmentos cultivados dia2 dia 6 

MEM+ 15,8 a A 15,8 a A B

MEM+ IAA 10 15,8 a A 25,0 b A

MEM+ IAA 40 21,7 a A 16,7 a A B

MEM+ IAA 100 18,3 a A 7,5 b B *

MEM+ IAA 500 18,3 a A 8,3 b B *

MEM+ IAA 1000 10,0 a A * 15,8 a AB

 

* difere significativamente do tecido não cultivado  

a b – valores com letras diferentes, na mesma linha, são estatisticamente diferentes (P<0,05)  

A B – valores com letras diferentes, na mesma coluna, são estatisticamente diferentes (P<0,05)  
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As Figuras 6 e 7, demonstram folículos em desenvolvimento degenerados, contidos 

em fragmento de córtex ovariano de novilha Nelore, cultivado in vitro por 2 dias em MEM+ 

1000 ng/mL de IAA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Folículos primários degenerados em fragmen
Nelore, cultivado in vitro por 2 dias em MEM+ 1000 ng/m
por HE, MOC aumento de 40x. Legenda: 1- Extravasamen
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Folículos primários degenerados em fragmen
Nelore, cultivado in vitro por 2 dias em MEM+ 1000 ng/m
por HE, MOC aumento de 40x. Legenda: 1- Retração nucl
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4. Discussão  

 

            Os resultados deste trabalho evidenciam a relação dose resposta do IAA no cultivo in 

vitro dos folículos pré-antrais bovinos. Observou-se ativação e crescimento folicular após seis 

dias de cultivo in vitro com o tratamento de 10 ng/mL de IAA. De acordo com Matos et al. 

(2005), a concentração de 10 e 20 ng/mL de IAA adicionados ao meio essencial mínimo 

(MEM) no cultivo in vitro de fragmentos do córtex ovariano de caprinos, demonstraram um 

aumento no diâmetro oocitário folicular após cinco dias de cultivo.  

Em ovinos, a ativação e crescimento folicular foi observada após dois e seis dias de 

cultivo in vitro na presença de 40 ng/mL de IAA (ANDRADE et al., 2005). Esta concentração 

é a mesma da auxina ativa encontrada na água-de-coco (DUA e CHANDRA, 1993). Esta 

semelhança na concentração é a provável razão do sucesso da utilização desse fluido natural 

nos protocolos de conservação de folículos pré-antrais caprinos (SILVA et al., 2000) e ovinos 

(ANDRADE et al., 2002).  

Estes resultados permitiram considerar que a concentração ideal de IAA para induzir 

ativação e crescimento dos folículos pré-antrais diferiu entre as espécies, ovina (ANDRADE 

et al., 2005), caprina (MATOS et al., 2005) e bovina.    

O mecanismo responsável pela ativação desses folículos não foi completamente 

esclarecido. Em condições naturais, o processo de ativação ocorre regularmente ao longo da 

vida reprodutiva da fêmea (NILSSON et al., 2002). Os processos de cultivo in vitro poderiam 

acelerar a ativação dos folículos primordiais, pela maior disponibilidade de nutrientes e 

oxigênio (WANDJI et al.; 1997; WEZEL; RODGERS, 1996). Outra hipótese seria a presença 

de um inibidor da ativação folicular presente na porção medular do ovário. Esta inibição 

cessaria com a separação do córtex e da medula, primeira etapa do procedimento in vitro 

(WANDJI et al., 1996). Esta hipótese é sustentada pelos resultados de Eppig e O’Brien 
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(1996). Estes autores observaram um reduzido percentual de ativação de folículos primordiais 

quando ovários inteiros foram cultivados in vitro. No entanto, a ativação não foi inibida 

quando fragmentos de córtex ovariano bovino foram cultivados na presença de tecido medular 

(DERRAR et al., 2000).  

  Constatou-se redução da porcentagem de folículos primordiais viáveis nos fragmentos 

de córtex ovarianos cultivados por dois e seis dias em todos os tratamentos testados. A 

avalição histológica de fragmentos de córtex ovariano de feto bovino, após dois, quatro e sete 

dias de cultivo in vitro em meio MB 752/1 suplementado, também demonstrou decréscimo na 

proporção de folículos primordiais viáveis em todos os períodos de cultivo (WANDJI et al., 

1996). Entretanto, Derrar et al (2000) não observaram diferença na proporção de folículos 

primordiais viáveis em fragmentos de córtex ovariano de feto bovino, cultivados in vitro por 

dois e oito dias em meio MB 752/1. 

Quanto aos folículos viáveis em desenvolvimento, os meios contendo IAA nas 

concentrações de 100 ng/mL e 500 ng/mL após seis dias de cultivo, apresentaram redução da 

viabilidade folicular. Após dois dias de cultivo, a redução de folículos viáveis em 

desenvolvimento foi observada somente nos folículos suplementados com 1000 ng/mL de 

IAA. Resultados semelhantes foram descritos em ovinos por Andrade et al. (2005). Estes 

autores observaram decréscimo na porcentagem de folículos pré-antrais ovinos viáveis 

cultivados in vitro por apenas dois dias em meio contendo IAA nas concentrações de 500 

ng/mL e 1000 ng/mL. Da mesma forma, Ferreira et al. (2001), observaram redução na 

porcentagem de folículos pré-antrais caprinos viáveis  conservados em meio de cultivo TCM 

199 com 100 ng/mL por 24 horas. 

Em relação aos demais tratamentos, o MEM+ acrescido de 10 ng/mL de IAA após seis 

dias de cultivo, apresentou o melhor resultado, devido a menor redução de folículos viáveis 

em desenvolvimento. Estes resultados foram semelhantes aos relatados por Matos et al. 
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(2005), onde apesar dos bons resultados observados com a histologia, a microscopia 

eletrônica de transmissão mostrou que a concentração de 20 ng/mL não manteve a integridade 

morfológica dos folículos pré-antrais caprinos após cinco dias de cultivo. 

Os efeitos deletérios do IAA são pouco conhecidos. Formas reativas de oxigênio 

podem ser formadas após sua peroxidação, gerando produtos citóxicos (PIRES DE MELO et 

al., 1992; FOLKES; WARDMAN, 2001). Pires de Melo et al. (1997) relataram o efeito 

moderadamente citotóxico do IAA em neutrófilos. A morte celular foi relacionada à atividade 

de peroxidases endógenas, causando alterações ultra-estruturais e produção elevada de 

radicais superóxido e peróxido de hidrogênio. Células HL60 humanas perderam 

aproximadamente 25,0 % da viabilidade, 72h após o cultivo por 1h com IAA (FOLKES et al., 

1998). O IAA em altas concentrações pode ligar-se à glutationa S-transferase (GST), 

reduzindo sua atividade em substratos nos tecidos vegetais (BILANG; STURM, 1995). 

Ressalta-se que a GST tem importante atuação na proteção contra o dano oxidativo em 

tecidos vegetais e animais (IRZYK; FUERST, 1993).  

Conclui-se que folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore podem ser ativados in 

vitro com sucesso após seis dias de cultivo em MEM+ suplementado com 10 ng/ml de IAA e 

que  concentrações mais elevadas desse ácido podem ser deletérias para estes folículos.  
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6 Conclusões 

 
A avaliação histológica permitiu concluir: 
 
- Folículos pré-antrais bovinos da raça Nelore podem ser ativados in vitro e manter sua 

viabilidade por até seis dias quando cultivados em MEM+ suplementado com 10 ng/mL de 

IAA.  

 

- Concentrações mais elevadas (100 e 500 ng/mL) de IAA podem ser deletérias para os 

folículos em desenvolvimento, em seis dias de cultivo.  

 

- A concentração de 1000 ng/mL de IAA foi prejudicial  para os folículos de bovinos da 

raça Nelore em desenvolvimento em apenas dois dias de cultivo. 
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