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RESUMO 
 
GONZÁLEZ, Suellen Miguez. Distribuição regional de folículos pré-antrais em 
ovários equinos. 2016. 149f. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal) - 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2016.  
 
O objetivo desse estudo foi determinar a distribuição dos folículos pré-antrais 
equinos no tecido ovariano, avaliando as regiões interna, média e externa do ovário, 
bem como as regiões próximas e distantes da fossa ovulatória. Ovários (n=7) de 
éguas provenientes de abatedouro foram dissecados e seccionados no plano sagital 
(curvatura maior) resultando em dois hemiovários. Estes foram fragmentados e 
imersos no fixador Carnoy por 12 horas e mantidos em álcool 70 % até o 
processamento histológico. No experimento 1 (n=3), delimitou-se à distribuição 
folicular em regiões ovariana interna (C1), média (C2) e externa (C3). No 
experimento 2 (n=4) investigou-se a delimitação das regiões próximas (PFO) e 
distantes (DFO) da fossa ovulatória. A análise estatística para comparação dos 
dados foi realizada utilizando o teste Exato de Fisher, com nível de 5% de 
significância através do programa estatístico Minitab® 16.1.1. Encontramos, no 
primeiro experimento 1.130 folículos, destes 1.054 (93,3 %) eram folículos 
primordiais e 76 (4,7 %) em desenvolvimento. No experimento 2 foram encontrados 
938 folículos, 894 (95,30%) folículos primordiais e 44 (4,7 %) em desenvolvimento. 
Houve diferença (p<0,05) quanto a presença de folículos pré-antrais nas regiões 
interna (C1 41,6 %; 470/1130), média (C2 32,4 %; 366/1130) e externa (C3 26 %; 
294/1130) do ovário equino. Estas três regiões diferiram quando comparadas entre 
si, porém a região C1 apresentou maior percentagem de folículos pré-antrais em 
relação às demais (p<0,05). As regiões C2 e C3 apresentaram maior percentagem 
de folículos íntegros primordiais e em desenvolvimento que a região C1 (p<0,05), 
desta forma a região interna obteve uma maior quantidade de folículos degenerados 
em relação as demais. As regiões próximas à fossa ovulatória (PFO1+PFO2 58,7 %; 
551/938) apresentaram maior concentração folicular em relação à região distante da 
fossa ovulatória (DFO3+DFO4 41,3; 387/938; p<0,05). A região DFO apresentou 
menor proporção de folículos degenerados primordiais e em desenvolvimento que a 
região PFO, demonstrando maior presença de folículos ovarianos íntegros (p<0,05). 
Desta forma, a distribuição dos folículos pré-antrais no ovário equino ocorreu de 
forma heterogênea, apresentando maiores quantidades de folículos pré-antrais nas 
regiões interna e próxima da fossa ovulatória (p<0,05). Este estudo sugere novos 
conceitos quanto a localização dos folículos ovarianos equinos, tais como pouca 
delimitação entre as camadas ovarianas e a presença de folículos na camada 
medular. 
 
Palavras-chave: Folículos ovarianos, Fossa ovulatória, Localização folicular, Região 
ovariana, Égua. 
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ABSTRACT 
 
GONZÁLEZ, Suellen Miguez. Regional distribution of preantral follicles in equine 

ovaries. 2016. 149f. Dissertation (Master’s Degree in Animal Science) - University 

State of Londrina. Londrina. 2016. 

 
This study objective was to define the distribution of the equine preantral follicles in 
the ovarian tissue, evaluating the inner, middle and outer regions of the ovary, as 
well as the near and far regions from the ovulation fossa. Ovaries (n=7) of mares 
from slaughterhouse were dissected and sectioned in the saggital plane (greater 
curvature), resulting in two hemiovaries. These were fragmented and immersed in 
Carnoy fixative for histological processing. In the experiment 1 (n=3), the follicular 
distribution in inner (C1), middle (C2) and outer (C3) ovarian areas was delimited. In 
the experiment 2 (n=4), the delimitation of near (PFO) and far (DFO) regions from the 
ovulation fossa. Statistical analysis for comparison of data was performed using 
Fisher's exact test, with 5% level of significance using the statistical software Minitab 
16.1.1. 1130 follicles were found in the first experiment, 1054 (93.3%) of these were 
primordial follicles and 76 (6.7%) were developing follicles. In the experiment 2, 938 
follicles were found, 894 (95.30%) of these were primordial follicles and 44 (4.7%) 
were developing follicles. There were differences (p <0.05) between the 
concentrations of pre-antral follicles in the inner (C1 41.6%, 470/1130), middle (C2 
32.4%; 366/1130) and external (C3 26%; 294/1130) regions of the equine ovary. 
These three regions differed when compared to each other, although C1 region had 
the highest percentage of pre-antral follicles in relation to others (p <0.05). The C2 
and C3 regions showed a higher percentage of intact primordial follicles and 
developing ones than the C1 region (p <0.05), this way, the inner region has obtained 
an increased amount of follicles degenerated in relation to the other. The regions 
close to ovulation fossa (PFO1+PFO2 58.7%; 551/938) had higher follicular 
concentration in relation to the distant region of ovulation fossa (DFO3 + DFO4 41.3; 
387/938; p <0.05). DFO region showed a lower proportion of degenerated primordial 
follicles and developing ones than the PFO region, demonstrating greater presence 
of intact ovarian follicles (p <0.05). This way, the distribution of preantral follicles in 
the equine ovary occurred heterogeneously, with larger amounts of preantral follicles 
in the inner and near regions of ovulation fossa. This study suggests new concepts 
about the location of equine ovarian follicles, such as the small delimitation between 
ovarian layers and the follicles presence in the medulla layer. 
 
Keywords: Ovarian follicles, Ovulation fossa, Follicular location, Ovarian region, 
Mare. 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

A reserva folicular ovariana é formada durante a vida fetal, ao qual permite 3 

que os folículos pré-antrais estejam presentes no ovário ao nascimento (GOSDEN, 4 

2004; ZUCKERMAN, 1951). Assim a quantidade de folículos primordiais (reserva 5 

folicular ovariana) é um importante indicador da capacidade reprodutiva, podendo 6 

influenciar no desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas, tais como: biópsia 7 

ovariana, criopreservação do tecido ovariano, transplante e cultivo in vitro de 8 

folículos. Tais estudos são propostos para conservar ou melhorar a fertilidade das 9 

espécies mamíferas. Investigações recentes descritas na espécie equina relataram 10 

melhorias nas taxas de maturação e fecundação referentes a oócitos aspirados in 11 

vitro e in vivo (HINRICHS, 2010; SESSIONS-BRESNAHAN; GRAHAM; 12 

CARNEVALE, 2014), porém, tais tecnologias reprodutivas têm sido desenvolvidas 13 

de forma lenta (GALLI et al., 2007; GALLI et al., 2013).  14 

O método in vivo de colheita de oócitos imaturos ainda não apresenta 15 

resultados satisfatórios, sendo um dos fatores que retarda o avanço das 16 

biotecnologias reprodutivas para esta espécie (TELFER; WATSON, 2000). 17 

Recentemente, estudos demonstraram possibilidade de superar essa limitação 18 

considerando-se a utilização dos folículos pré-antrais, já que estão presentes em 19 

abundância no ovário. Estes estudos validaram o uso da ultrassonografia por via 20 

transvaginal para realizar a biópsia do ovário e obter folículos pré-antrais em éguas 21 

(HAAG et al., 2013a; HAAG et al., 2013b). Além disso, já foi proposto o cultivo in 22 

vitro de pequenos fragmentos ovarianos para promover o desenvolvimento de 23 

folículos pré-antrais equinos (GOMES et al., 2015). Tanto a biópsia ovariana quanto 24 

a retirada de fragmentos ovarianos in vitro demonstraram dificuldade na obtenção de 25 

folículos pré-antrais. É notório considerar que não é conhecida a distribuição 26 
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regional de folículos pré-antrais no ovário equino, apenas que a espécie equina 1 

apresenta menor número de folículos pré-antrais no ovário comparando com outras 2 

espécies (HAAG et al., 2013a; SZLACHTA; TISCHNER, 2002) e que estes 3 

localizam-se na porção interna do ovário. Por isso, é notável investigar todas as 4 

regiões do ovário equino para que seja possível determinar a distribuição dos 5 

folículos ovarianos. Tais investigações poderão sugerir novos conceitos quanto a 6 

localização dos folículos ovarianos, além de auxiliar no desenvolvimento das 7 

biotécnicas reprodutivas utilizando oócitos imaturos inclusos em folículos pré-antrais 8 

equinos. 9 

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi determinar a distribuição 10 

regional dos folículos pré-antrais equinos no tecido ovariano. Para tanto, delimitamos 11 

os ovários nas regiões interna, média e externa, bem como as regiões próximas e 12 

distantes da fossa ovulatória. 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 1 

 2 

2.1 PARTICULARIDADES DO OVÁRIO EQUINO 3 

 4 

Os ovários de éguas são estruturalmente únicos comparados com as demais 5 

espécies mamíferas. O formato dessa gônada assemelha-se com um feijão ou 6 

mesmo ao rim, diferindo da maioria dos mamíferos, nos quais possuem ovários com 7 

formato arredondado. A primeira característica notória é o tamanho. Os ovários da 8 

espécie equina são grandes comparados a espécie bovina, podendo medir entre 5 a 9 

8 cm ao longo do seu eixo maior e 2 a 4 cm do eixo menor na estação anovulatória. 10 

Conforme a fase do ciclo estral, a forma do ovário altera-se, já que seus folículos 11 

antrais crescem até 4 a 5 cm de diâmetro, preenchendo a maior parte do 12 

parênquima deste órgão (BLANCHARD et al., 2003). 13 

A segunda particularidade trata-se da localização dos folículos pré-antrais no 14 

ovário. A maioria dos autores nomeiam as camadas do ovário em cortical e medular. 15 

Essas camadas ovarianas são invertidas na espécie equina, sendo que a região 16 

cortical é interna e a medular externa (GINTHER, 1992; Figura 1). Apesar desta 17 

nomenclatura ser consagrada, optaremos por mencionar no restante do conteúdo a 18 

região cortical e medular como interna e externa.  19 

Assim, a região mais interna, referente à borda mais ventral e côncava, inclui 20 

a fossa ovulatória, além dos folículos ovarianos em diferentes estágios de 21 

desenvolvimento, bem como corpos lúteos, albicans e hemorrágicos. Na fossa 22 

ovulatória, identificada na curvatura menor do ovário, ocorre a ovulação na espécie 23 

equina (EVANS et al., 2007). 24 
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 Figura 1. Ilustração do ovário bovino e equino com as delimitações da região 1 

cortical e medular. Na espécie equina, os folículos pré-antrais localizam-se na região 2 

interna do ovário e, na espécie bovina, na região externa. 3 

 4 

 5 

Fonte: Adaptado Ginther (1992). 6 

 7 

A região vascular, referente à borda dorsal e convexa do ovário, abrange a 8 

porção mais externa e é constituída por tecido conjuntivo, algumas células 9 

musculares lisas, nervos, artérias e veias, responsáveis pela nutrição e sustentação 10 

do ovário, conhecida como hilo ovariano (HAFEZ, 1996; BLANCHARD et al., 2003; 11 

EVANS et al., 2007).  A inversão das camadas interna e externa do ovário é apenas 12 

constatada em espécies de equídeos, além do tatu-galinha (Dasypus novemcinctus; 13 

ENDERS; BUCHANAN, 1957) e o roedor tuco-tuco (Galea musteloides; WEIR; 14 

ROWLANDS, 1974). Os ovários equídeos são revestidos por ligamentos e tecidos 15 

conectivos espessos que dificultam a visualização macroscópica dos folículos 16 

antrais. Por isso, para realizar procedimentos como aspiração in vitro desses 17 



20 

 

folículos é necessário a retirada de toda a túnica que envolve o ovário do equino. 1 

Uma quantidade variável de tecido adiposo pode vir aderido aos tecidos conectivos. 2 

Nota-se durante a dissecação dos ligamentos e tecidos conectivos do ovário equino 3 

um maior sangramento, sugerindo que este é mais vascularizado em relação as 4 

demais espécies (GONZÁLEZ et al., 2015; Figura 2; Apêndice 6).  5 

 6 

Figura 2. Ilustrações referentes aos ligamentos e tecidos conectivos e dissecação 7 

do ovário equino (A e B). Ovários dissecados com folículos antrais visíveis (C e D; 8 

setas). 9 

 10 

 11 

Quanto à localização dos ovários na cavidade abdominal, podem ser 12 

encontrados entre a 3a. e 4a. vértebras lombares. Os ovários permanecem 13 

suspensos na região sublombar pelo ligamento mesovárico, e este remete pouca 14 

mobilidade na palpação transretal (BLANCHARD et al., 2003; EVANS et al., 2007). 15 

Estima-se que a distância média do ovário até o orifício vulvar de éguas com 16 

médio porte seja de 50-55 cm. Assim, o ovário direito recebe maior aporte 17 
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sanguíneo, enquanto o ovário esquerdo possui menor tamanho e localiza-se mais 1 

próximo ao rim na cavidade abdominal (GETTY; SISSON; GROSSMAN, 1981). 2 

O ovário desempenha duas importantes funções, uma exócrina ou 3 

gametogênica (produção e liberação de oócitos) e uma endócrina ou 4 

esteroidogênica (produção e liberação de hormônios esteroides e de peptídeos). 5 

Essa dupla função é um processo interdependente, complementar e necessário para 6 

o sucesso da reprodução (HAFEZ, 1996).  7 

 8 

2.1.1 GÔNADAS FETAIS 9 

 10 

A diferenciação das gônadas na espécie equina ocorre por volta de 39 a 45 11 

dias de gestação. Estas se originam de espessamentos conhecidos como cristas 12 

gonadais formadas no terço médio dos ductos mesonéfricos. As células 13 

germinativas primordiais presentes no embrião migram do endoderma do saco 14 

vitelínico para as cristas gonadais. Em seguida, inicia-se a diferenciação gonadal, e 15 

estas células passam a ser denominadas oogônias (fêmeas) ou espermatogônias 16 

(machos; NAVES et al., 2008). 17 

As gônadas fetais são elipsoidais e as células intersticiais representam mais 18 

de dois terços do ovário fetal produzindo o precursor de estrogênio materno. O 19 

acentuado aumento das gônadas atinge pico por volta de 250 dias de gestação, e é 20 

causada por hipertrofia e hipoplasia das células intersticiais. O mecanismo de 21 

regressão do tamanho das gônadas fetais é devido às alterações degenerativas que 22 

ocorrem nas células intersticiais (GINTHER, 1972). 23 

Ono et al. (2015) realizaram um estudo com 122 ovários de potras entre 0-12 24 

meses de idade com intuito de investigar o desenvolvimento pós-natal do ovário 25 
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equino. Constataram que após o nascimento o tamanho dos ovários inicialmente 1 

diminuem devido à regressão medular associada com a degeneração das células 2 

intersticiais.  3 

Por volta do terceiro mês de idade, Ono et al. (2015) descreveram a formação 4 

da fossa ovulatória bem como o início da inversão das camadas ovarianas medular 5 

e cortical. Estes eventos são seguidos pelo desenvolvimento de folículos antrais por 6 

volta de 6 a 7 meses de idade (Figura 3 e 4). A figura 5 ilustra a proporção do 7 

volume do ovário e das camadas cortical e medular de potras com 0-12 meses de 8 

idade. Portanto, os ovários da espécie equina são os únicos dentre as demais 9 

espécies que apresentam alterações morfológicas significativas desde a fase fetal 10 

até a puberdade. 11 

 12 

Figura 3. A porção interna do ovário refere-se à região clara da imagem, e a 13 

camada exterior compete à região de coloração castanha. A: As regiões com cores 14 

castanha e clara delimitam as porções do ovário. B: A imagem foi dividida em três 15 

formas, na qual o córtex possui coloração branca e a medula está corada em cinza. 16 

C: As regiões correspondentes aos folículos apresentam-se em vermelho. D: 17 

Imagem composta de B e C. 18 

 FL - folículo; C - córtex; M - medula. 19 

 20 

Fonte: Adaptado Ono et al. (2015). 21 
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Figura 4. Alterações morfológicas do ovário equino ao longo dos primeiros 12 1 

meses de vida. A: Ovários de potras com 1 dia de idade, em que neste período, a 2 

maior parte do ovário é preenchido com a medula, e uma pequena parte refere-se à 3 

cortical. B: Ovários de potras com 110 dias de idade. As estruturas medulares 4 

apresentam-se mais evidentes na superfície do ovário, e ocorre a formação da fossa 5 

ovulação (ponta de seta), identificada pela primeira vez em potras de 3 meses de 6 

idade. C: Ovários de potras com 211 dias de idade. A visualização do formato 7 

característico da fossa de ovulação ocorre a partir dos 6 meses de idade. D: Ovários 8 

de potras com 351 dias de idade. Pode-se observar a presença de folículos com 9 

diversos diâmetros. D - direito; E - esquerdo. 10 

 11 

Fonte: Adaptado Ono et al. (2015). 12 
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Figura 5. Proporção do volume do córtex, medula e ovários de potras com idade 1 

entre 0-12 meses. 2 

 3 

Fonte: Adaptado Ono et al. (2015). 4 

 5 

2.2 DESENVOLVIMENTO FOLICULAR NAS ESPÉCIES MAMÍFERAS 6 

 7 

As células pluripotentes são destinadas, dentre as diversas funções, a originar 8 

as células germinativas primordiais, nos quais são reconhecidas pela primeira vez 9 

no epiblasto proximal. Assim, essas células migram da região extraembrionária 10 

posterior para a linha primitiva, remetendo à mesoderme extraembrionária, próximo 11 

ao local de origem da cavidade exocelômica (MCLAREN, 2003).  12 

Dentre estas células, algumas passam a situar-se na base de 13 

desenvolvimento do alantoide, sendo compreendidas como as células germinativas 14 

primordiais (CGPs). Conforme é iniciado pela endoderme à invaginação para 15 

formação do intestino posterior, as CGPs são carreadas com a endoderme ao longo 16 

do comprimento intestinal. Portanto, devido à natureza da invaginação da 17 

endoderme, as CGPs são situadas inicialmente no aspecto ventral do intestino 18 



25 

 

posterior, nos quais migram dorsalmente em torno do intestino e após lateralmente à 1 

crista genital (MCLAREN, 2003). 2 

A gônada embrionária desenvolve-se a partir da crista germinal, que possui 3 

origem mesodérmica intermediária, localizada medialmente aos mesonefros 4 

(LANGMAN, 1981). Após a chegada das células germinativas na gônada indiferente, 5 

cordões sexuais primitivos provenientes do epitélio celômico crescem no 6 

mesênquima subjacente, invadindo a região cortical e medular. Assim, a 7 

diferenciação em ovários ou testículos é dependente do genótipo do tecido 8 

embrionário gonadal (ADAMS; MCLAREN, 2002).  9 

Dentre as CGPs, as que atingem as cristas gonadais, essas sobrevivem. 10 

Porém, aquelas que permanecem em tecidos e órgãos vizinhos sofrem apoptose, 11 

independente da fase de desenvolvimento (MCLAREN, 2001; ZAMBONI; 12 

UPADHYAY, 1983). Assim, sugere-se que ocorra o processo fisiológico de 13 

apoptose, em defesa à formação de células neoplásicas que sofrem influência dos 14 

fatores de crescimento (DE FELICI et al., 2005). A cronologia das etapas de 15 

diferenciação das gônadas em diferentes espécies mamíferas estão presentes na 16 

Tabela 1. 17 
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As células germinativas primordiais permanecem com essa nomenclatura até 1 

atingirem a crista gonadal (BYSKOV; NIELSEN, 2010) e após o marco do início da 2 

divisão mitótica são renomeadas como oogônias. E assim, as oogônias são 3 

denominadas como oócitos somente no início da meiose. 4 

Conforme as oogônias chegam às gônadas, concomitante ao final de 5 

sucessivas mitoses, ocorre a formação dos grupos de oogônias. Essas permanecem 6 

ligadas por processos citoplasmáticos, também conhecidos como cistos ou ninhos 7 

germinativos (PEPLING, 2006).  8 

Esta proliferação mitótica foi observada até 7,5 meses de gestação em vacas, 9 

no qual o número de oócitos por feto é estimado em aproximadamente 2 milhões 10 

(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Em camundongos, as oogônias necessitam de 4 11 

ciclos mitóticos para que após ocorra a meiose (GOSDEN, 1995). 12 

Portanto, a multiplicação mitótica é fundamental para o estabelecimento da 13 

futura população de oócitos. O equilíbrio entre a produção e apoptose das oogônias 14 

determina o número de oócitos disponíveis para a vida reprodutiva da fêmea 15 

mamífera (AITKEN et al., 2011). A sinalização para o término da mitose e início da 16 

meiose não é clara, porém sugere-se uma associação com a presença de ácido 17 

retinóico proveniente dos mesonefros (BOWLES; KOOPMAN, 2007; CHILDS et al., 18 

2011). 19 

 20 

2.2.1 DIVISÃO MEIÓTICA 21 

 22 

Nos bovinos, a divisão meiótica das oogônias inicia-se 70 dias após a 23 

concepção, em que o período de síntese do DNA ocorre em torno de 75-80 dias 24 

(ADAMS et al., 2008). As células germinativas permanecem na fase de diplóteno da 25 
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prófase (primeira divisão meiótica) por 140 a 170 dias (ADAMS et al., 2008; BAKER; 1 

HUNTER, 1978), e passam a ser denominadas de oócitos primários. 2 

Nos oócitos não atrésicos, a meiose é retomada após o início da puberdade e 3 

imediatamente antes da ovulação, dando origem ao oócito secundário com apenas 4 

um cromossoma (FAIR, 2003). Sugere-se, que em fêmeas com períodos longos de 5 

gestação (i.e., >40 dias), ocorra atraso no início da meiose e diferenciação das 6 

gônadas. Além disso, as células blastemais (pré-granulosa) tornam-se ativas e 7 

proliferam-se, permitindo assim que mais células germinativas sejam incorporadas 8 

futuramente nos folículos (LATSHAW, 1987). 9 

Portanto, sugere-se que o período no qual as oogônias permanecem em 10 

meiose seja prolongado conforme o maior tempo gestacional, assim como em: 11 

ovelhas 52-82 dias, porcas 40-100 dias, vacas 70-170 dias, macacas 70-140 dias e 12 

na mulher 82-160 dias. Em hamster, coelha, doninha e na cachorra o início da 13 

meiose é pós-natal (DEANESLY, 1977). A duração da fase meiótica de prófase 14 

desde seu início até o momento de quiescência é estimado em cerca de uma 15 

semana na camundonga, rata e hamster. Na coelha, cachorra, macaca, porca e 16 

mulher ocorre entre 12-15 dias (DEANESLY, 1977). Tais informações não foram 17 

encontradas para espécie equina. 18 

 19 

2.2.2 FORMAÇÃO DA RESERVA FOLICULAR OVARIANA 20 

 21 

As células epiteliais celômicas originárias dos mesonefrons dão origem aos 22 

cordões sexuais primitivos e também ao epitélio da superfície do ovário (SAWYER et 23 

al., 2002). Os cordões sexuais primitivos são designados como corticais, quando 24 

identificados na periferia e cordões medulares, mantendo-se internamente. Sabe-se 25 
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que no ser humano, os cordões corticais desenvolvem-se e os cordões medulares 1 

regridem com 7 semanas de gestação (LANGMAN, 1981). Os ductos genitais 2 

também são de origem mesonéfrica, no qual parte destes formam o ovário 3 

rudimentar na fêmea (rete ovarii; SWEENEY, 1998). 4 

O contato entre os oócitos primários na crista gonadal e as células da pré-5 

granulosa, estimulam a formação da lâmina basal ao longo do seu contato com as 6 

células mesenquimais dos ovários imaturos. Deste modo, os cordões são formados 7 

por ovígeros, que consistem em oócitos associados às células da pré-granulosa 8 

(SAWYER et al., 2002; ZAMBONI, 1982), 9 

As células da pré-granulosa estão envolvidas em processos citoplasmáticos, 10 

visto que conferem à membrana plasmática do oócito o estabelecimento da lâmina 11 

basal. Com o estabelecimento das células da granulosa envolvendo o oócito 12 

(PEPLING, 2012), é possível identificar a formação do folículo primordial, no qual 13 

seu oócito permanece em estágio de quiescência (PEPLING, 2006). Tais eventos 14 

são descritos em mulheres (FADDY; GOSDEN, 1995), ovelhas (LUNDY et al., 1999), 15 

ratazanas (OKTAY, 1995; MEREDITH et al., 2000), vacas (WANDJI et al., 1996; 16 

VAN WEZEL; RODGERS, 1996), fêmeas babuínas (WANDJI et al., 1997) e nas 17 

macacas (NICHOLS et al., 2005). Assim, os oócitos que não se conectaram nas 18 

células da pré-granulosa culminam no processo de degeneração (PICTON, 2001). 19 

Tal fato, ocorre em cerca de 90% das células germinativas do ovário fetal bovino, 20 

sugerindo desse modo que o ambiente do ovário controla o progresso através da 21 

meiose (OKTEM; URMAN, 2010). 22 

Durante o processo de oogênese em todas as espécies, incide um pico na 23 

quantidade de células germinativas no momento de transição da divisão mitótica 24 

para meiótica (REYNAUD; DRIANCOURT, 2000). Este pico no número de células 25 
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germinativas ocorre após a fecundação, e pode ser constatado no dia 13 (D13) na 1 

espécie murina, D80 em bovinos e D110 na mulher. O número de células 2 

germinativas diminui acentuadamente, devido à perda dessas, durante os eventos: i) 3 

meiótico na fase de paquíteno (recombinação) do oócito e ii) formação dos folículos 4 

primordiais (AITKEN et al., 2011; REYNAUD; DRIANCOURT, 2000). A morte dessas 5 

células por apoptose, nos eventos citados, podem estar associados com os fatores 6 

anti-apoptóticos (família das proteínas BCL2, o fator de crescimento de fibroblastos 7 

[FGF], fator inibidor de leucócitos [LIF] e fatores pró-apoptóticos (Proteína Bax, fator 8 

de crescimento transformador-beta [TGF-ß]; AITKEN et al., 2011). 9 

A elucidação sobre a causa da grande perda precoce de oócitos recém-10 

formados ainda permanece incompreendido. Contudo, estudiosos propõem 11 

hipóteses sobre as causas de esgotamento, assim como:  i) a morte para remover 12 

oócitos com defeitos morfológicos ou de baixa qualidade (PEPLING; SPRADLING, 13 

2001); ii) a morte individual de oócitos para permitir que as células da pré-granulosa 14 

penetrem nos oócitos restantes (PEPLING; SPRADLING, 2001); iii) a morte das 15 

células da pré-granulosa de oócitos, causada por células protetoras dos oócitos 16 

vizinhos, e iv) a morte por negligência, em que oócitos não recebem os estímulos 17 

necessários locais ou suporte das células somáticas (TILLY, 2001). A mais elevada 18 

taxa de sobrevivência das células germinativas em mamíferos domésticos é 19 

encontrada na espécie suína, constatando que a metade do número de células 20 

germinais sobrevivem até o nascimento (MCGEADY et al., 2006). A tabela 2 21 

apresenta o número de folículos presentes na reserva folicular ovariana de várias 22 

espécies ao longo da vida. 23 
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2.2.3 QUESTÕES SOBRE A RESERVA FOLICULAR OVARIANA 1 

 2 

Nas espécies mamíferas é sabido que há um pool de folículos primordiais 3 

contendo todos os oócitos necessários para a vida reprodutiva das fêmeas 4 

(PICTON, 2001). Além disto, esta reserva folicular é formada durante a vida fetal, 5 

sendo que os folículos encontram-se presentes no ovário ao nascimento (GOSDEN, 6 

2004; ZUCKERMAN, 1951). Nas fêmeas das espécies bovina, ovina e suína, os 7 

folículos localizam-se distribuídos aleatoriamente no córtex ovariano (região 8 

externa), enquanto nas espécies canina e felina apresentam-se de forma 9 

aglomerada (MCGEADY et al., 2006). 10 

O estudo do processo da oogênese nos mamíferos foi proposto a cerca de 50 11 

anos atrás, no qual constataram que para a maioria das espécies este processo 12 

segue um padrão uniforme. Atualmente há dois conceitos sobre a definição do pool 13 

folicular (BUKOVSKY et al., 2005), tais como: 14 

 15 

i) A oogênese pode ocorrer continuadamente ou ciclicamente, ao longo da 16 

vida reprodutiva. Tal fato foi verificado na maioria dos teleósteos, em todos 17 

os anfíbios e na maioria dos répteis. Nos mamíferos, os lêmures 18 

apresentam na vida adulta a persistência de oogônias (GOSDEN, 1995). 19 

 20 

ii) A oogênese ocorre apenas em gônadas fetais ou neonatais, não 21 

ocorrendo a persistência das oogônias durante a maturidade sexual. Tal 22 

fato cabe aos ciclóstomos, alguns teleósteos, alguns répteis, todas as 23 

aves, os monotremados e com poucas exceções à todos os mamíferos 24 

(FRANCHI et al., 1962). 25 
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Recentemente, o conceito sobre a neofoliculogênese tem sido estudado na 1 

espécie murina (JOHNSON et al., 2004) e humana (TILLY; TELFER, 2009; WHITE 2 

et al., 2012). Johnson et al. (2004) descreveram a presença de marcadores 3 

específicos de meiose nos ovários de camundongas adultas. Este mesmo grupo de 4 

pesquisadores promoveu a esterilização química de camundongas detectando a 5 

ausência de população folicular ovariana. Em seguida, as mesmas foram 6 

submetidas à transfusão de medula óssea e sangue periférico. Uma semana depois, 7 

encontraram folículos viáveis nos ovários destes animais (JOHNSON, 2005).  8 

De Felici (2010) sugere que linhagens de células germinativas estejam 9 

presentes no córtex ovariano ou ainda que ocorra a migração de células 10 

mesenquimais. Além deste estudo, muitos outros tentaram confirmar ou refutar a 11 

hipótese de Jhonson (2005); contudo, ainda não existe nenhuma confirmação 12 

relacionada à oogênese pós-natal.  13 

 14 

2.2.4 ATIVAÇÃO, CLASSIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS 15 

FOLÍCULOS OVARIANOS 16 

 17 

O início do crescimento folicular, também conhecido como ativação, é um 18 

processo que ocorre através da passagem dos folículos do pool da reserva, ainda 19 

quiescentes, para o pool de folículos em crescimento (primário, secundário, terciário 20 

e pré-ovulatório; RUSSE, 1983).  21 

O primeiro sinal de ativação dos folículos primordiais é a retomada da 22 

proliferação das células da granulosa. Nesse processo, os folículos primordiais 23 

gradualmente adquirem células da granulosa de formato cúbico, tornando-se 24 

folículos de transição, caracterizados pela presença de células da granulosa com 25 
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ambos os formatos: pavimentoso e cúbico. Em seguida, define-se como folículo 1 

primário, aquele que possui uma camada completa de células da granulosa de 2 

formato cúbico (GOUGEON, 2010). 3 

 Além da alteração no formato das células da granulosa, o diâmetro 4 

citoplasmático e nuclear do oócito aumentam consideravelmente (HIRSHFIELD, 5 

1991). Os fatores e mecanismos responsáveis pela ativação de folículos primordiais, 6 

bem como os mecanismos envolvidos na variação do período de início do 7 

crescimento folicular são ainda enigmáticos e representam uma das maiores 8 

questões relacionadas à biologia ovariana (FORTUNE et al., 2000).  9 

Uma característica notável dos folículos primários é a presença de uma zona 10 

pelúcida, formada por glicoproteínas (ZP1, ZP2 e ZP3), que circunda o oócito. 11 

Assim, os folículos secundários apresentam duas a três camadas de células da 12 

granulosa e células da teca em torno da membrana basal (RANKIN et al., 2000). 13 

Neste estádio, as células da granulosa apresentam uma extensiva rede de junções 14 

do tipo gap, ou seja, canais membranários que permitem a passagem de nutrientes, 15 

íons inorgânicos e pequenos metabólitos entre as células (KIDDER; MHAWI, 2002; 16 

Figura 6). 17 

 No próximo estágio da foliculogênese, os folículos passam a ser 18 

denominados terciários ou antrais, já que a organização das células da granulosa 19 

encontra-se em várias camadas, além da formação de uma cavidade repleta de 20 

líquido folicular, entre as camadas de células da granulosa, denominada antro. O 21 

fluido folicular que preenche esta cavidade contém água, eletrólitos, proteínas 22 

séricas e alta concentração de hormônios esteroides secretados pelas células da 23 

granulosa (BARNETT et al., 2006).  24 
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Figura 6. Folículos pré-antrais da espécie equina (B, D e F) e bovina (A, C e E). 1 

Folículos Primordiais A e B; Primários C e D; Secundários E e F. Coloração PAS e 2 

Hematoxilina. Aumento 40x. 3 

 

 

2.2.5 ATRESIA FOLICULAR 4 

 5 

Dentre a totalidade dos folículos ovarianos, apenas uma pequena parcela 6 

culminam até a ovulação, o restante desses folículos passam por um processo 7 

apoptótico, denominado atresia (MARKSTROM et al., 2002). A atresia folicular não é 8 

igualmente prevalente em todos os estádios de desenvolvimento folicular 9 

(FORTUNE, 1994). É um processo fisiológico, de duração desconhecida, que parece 10 
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ser um dos elementos que controla o número de folículos selecionados até a 1 

ovulação. A duração precisa, bem como o estádio no qual os folículos ovarianos são 2 

mais susceptíveis à atresia, não são conhecidos (HENDERSON et al., 1987). 3 

O processo de atresia usualmente difere entre folículos pré-antrais 4 

(primordiais, primários e secundários) e antrais. Em folículos pré-antrais, as 5 

primeiras alterações indicativas de atresia ocorrem no oócito, como por exemplo, 6 

retração da cromatina nuclear e fragmentação oocitária, o que desencadeia o 7 

processo de eliminação irreversível dos folículos ovarianos nesta fase de 8 

desenvolvimento (MORITA; TILLY, 1999). 9 

Em folículos pré-antrais, alterações nas células da granulosa são raramente 10 

observadas (JORIO et al., 1991). É importante ressaltar que após a formação da 11 

cavidade antral, ocorre uma alteração na sensibilidade do oócito e das células da 12 

granulosa. A partir deste estágio, o oócito torna-se altamente resistente e as 13 

primeiras alterações indicativas de atresia são observadas nas células da granulosa. 14 

O aparecimento de células da granulosa com núcleos picnóticos, condensação da 15 

cromatina e retração nuclear, pode ser considerado como os primeiros sinais 16 

morfológicos de atresia, que é observado predominantemente em células da 17 

granulosa em proximidade da cavidade antral. Posteriormente, fragmentos de 18 

núcleos picnóticos ou corpos apoptóticos são observados na cavidade antral 19 

(HUGHES; GOROSPE, 1991; TILLY, 1996).  20 

Com a progressão da atresia, observa-se redução no número de camadas 21 

das células da granulosa e invasão do folículo por fibroblastos e macrófagos. Após 22 

estas drásticas mudanças na camada granulosa, o oócito frequentemente, sofre 23 

pseudomaturação, fragmenta-se e, finalmente, é eliminado durante os estágios finais 24 

de atresia (BYSKOV, 1974). 25 
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Apesar de ser um fenômeno natural, a atresia reduz de maneira significativa o 1 

número de oócitos potencialmente ovuláveis, diminuindo, consequentemente, a 2 

produção de oócitos viáveis durante a vida reprodutiva de um animal (FIGUEIREDO 3 

et al., 2002). 4 

 5 

2.3 HISTOLOGIA CLÁSSICA 6 

 7 

A histologia clássica proporciona o estudo tecidual de todos os sistemas do 8 

organismo, possibilitando o detalhamento estrutural e reconhecimento dos mesmos. 9 

Os componentes estruturais que formam os tecidos são a matriz extracelular e as 10 

células. Tal interação exerce funções nas quais remetem apoio mecânico às células, 11 

assim como o transporte de nutrientes, produção e secreção de metabólicos 12 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 13 

Os cortes histológicos são os modelos frequentemente utilizados para a 14 

análise por microscopia óptica. Para tanto, as estruturas devem se manter íntegras 15 

por longos períodos de tempo através de substâncias responsáveis pela fixação 16 

celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).  17 

A fixação química demonstra resultados satisfatórios para os tecidos 18 

ovarianos das diversas espécies mamíferas. Nosso grupo de estudo investigou três 19 

diferentes fixadores para tecido ovariano da espécie equina, tais quais: Carnoy, 20 

Bouin e Formol 10%. O Carnoy foi o fixador que proporcionou melhor conservação 21 

das estruturas sem causar danos estruturais aos folículos presentes no tecido 22 

ovariano (BÚFALO et al., 2015; Apêndice 7).  23 

Para os estudos com microscopia de luz, os cortes histológicos devem prover 24 

de coloração para que seja possível a visualização dos componentes presentes no 25 
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tecido, células e matriz extracelular. Os corantes utilizados comportam-se como 1 

substâncias ácidas ou básicas e tendem a formar uma ligação eletrostática com o 2 

tecido. Dentre os corantes comumente empregados a hematoxilina consiste em uma 3 

substância de coloração azul ou violeta, demarcando o núcleo e outras estruturas 4 

celulares (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 5 

Esta técnica é aplicada rotineiramente no estudo da foliculogênese de 6 

espécies mamíferas, visto que permite a visualização dos folículos pré-antrais e 7 

antrais no tecido ovariano. Assim, com a observação morfológica das células da 8 

granulosa e oócito, os folículos ovarianos podem ser classificados de acordo com o 9 

estágio de desenvolvimento. Tal recurso é utilizado como método de avaliação do 10 

cultivo in vitro de fragmentos ovarianos, com intuito de quantificar a ativação da 11 

população folicular pré-antral contida na reserva do ovário (ALVES et al., 2015; 12 

GOMES et al., 2015). 13 

A histologia clássica tem sido empregada para a avaliação morfológica dos 14 

folículos pré-antrais em diversas espécies, tais como: caprina (MATOS et al., 2007), 15 

bovina (ANDRADE et al., 2012), equina (GOMES et al., 2015) e humana (ABIR et 16 

al., 2010).  17 

Esta técnica conta com o auxílio do microscópio óptico para identificar os 18 

folículos em crescimento, e ainda proporciona a obtenção de parâmetros 19 

morfológicos relacionados ao tamanho do oócito, formato das células da granulosa e 20 

teca. Possibilita, ainda, a observação de alterações degenerativas, como retração ou 21 

vacúolos citoplasmáticos, a presença ou ausência de núcleos picnóticos, o 22 

rompimento das células da granulosa, bem como a baixa densidade celular 23 

(GOMES et al., 2015; ALVES et al., 2015; Figura 7). 24 
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Figura 7. Ilustrações histológicas do tecido ovariano equino. (A) tecido ovariano 1 

interno com a presença de folículo primordial e (B) tecido ovariano externo com 2 

presença de vasos sanguíneos. Coloração PAS e Hematoxilina. Aumento 20x.3 
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3. HIPÓTESE 1 

 2 

 O ovário equino possui distribuição heterogênea de folículos pré-antrais 3 

ovarianos, com maior presença de folículos nas regiões interna do ovário e próxima 4 

à fossa ovulatória. 5 
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4. OBJETIVOS 1 

 2 

4.1 OBJETIVO GERAL 3 

 4 

 Determinar a distribuição regional de folículos pré-antrais em ovários equinos. 5 

 6 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 7 

 8 

 Delimitar as regiões do ovário equino que contenham maior quantidade de 9 

folículos pré-antrais; 10 

 11 

 Quantificar a presença de folículos ovarianos na extensão das regiões 12 

interna, média e externa do ovário equino; 13 

 14 

 Quantificar a presença de folículos ovarianos nas regiões próximas e 15 

distantes da fossa ovulatória do ovário equino. 16 
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 2 

DISTRIBUIÇÃO REGIONAL E INTEGRIDADE DE FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS EM 3 

OVÁRIOS EQUINOS 4 

 5 

Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal (ReproA), Universidade 6 

Estadual de Londrina, Londrina, Paraná, Brasil. 7 

 8 

RESUMO 9 

 10 

O objetivo do presente estudo foi investigar a distribuição dos folículos pré-11 

antrais equinos no tecido ovariano, avaliando as regiões interna, média e externa do 12 

ovário, assim como as regiões próximas e distantes da fossa ovulatória. Ovários 13 

(n=7) foram obtidos de éguas com histórico desconhecido provenientes de 14 

abatedouro e armazenados em recipiente térmico (21º C) para transporte até o 15 

laboratório. Cada ovário foi dissecado e seccionado no plano sagital (curvatura 16 

maior) para obtenção de dois hemiovários. Os hemiovários foram fragmentados e 17 

fixados em Carnoy por 12 horas para processamento histológico. No experimento 1, 18 

utilizaram-se três ovários para investigação da distribuição folicular na região interna 19 

(C1), média (C2) e externa (C3) do ovário. No experimento 2, utilizaram-se quatro 20 

ovários para avaliar a localização folicular em regiões próximas (PFO) e distantes 21 

(DFO) da fossa ovulatória. A análise estatística para comparação dos dados foi 22 

realizada utilizando o teste Exato de Fisher, com nível de 5% de significância. No 23 

primeiro experimento foram avaliados 1.130 folículos, sendo 1.054 (93,27 %) 24 

folículos primordiais e 53 (4,69 %) folículos em desenvolvimento. No experimento 2 25 

foram avaliados 938 folículos, 901 (95,30%) folículos primordiais e 37 (3,94 %) em 26 
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desenvolvimento. No experimento 1, houve diferença (p<0,05) quanto a presença de 1 

folículos pré-antrais nas regiões interna (C1 41,6 %; 470/1130), média (C2 32,4 %; 2 

366/1130) e externa (C3 26 %; 294/1130) do ovário equino. Estas três regiões 3 

diferiram quando comparadas entre si, porém a região C1 apresentou maior 4 

percentagem de folículos pré-antrais em relação às demais (p<0,05). No entanto, as 5 

regiões C2 e C3 apresentaram maior percentagem de folículos íntegros primordiais 6 

e em desenvolvimento que a região C1 (p<0,05). No experimento 2, as regiões 7 

próximas à fossa ovulatória (PFO1+PFO2; 58,7 %; 551/938) obtiveram maior 8 

presença folicular que a região distante da fossa ovulatória (DFO3+DFO4; 41,3 %; 9 

387/938; p<0,05). Contudo, a região DFO apresentou menor proporção de folículos 10 

degenerados primordiais e em desenvolvimento que a região PFO (p<0,05). Desta 11 

forma, a distribuição dos folículos pré-antrais no ovário equino ocorre de forma 12 

heterogênea, apresentando maior presença de folículos pré-antrais nas regiões 13 

interna e próxima da fossa ovulatória (p<0,05). Este estudo sugere novos conceitos 14 

quanto a localização dos folículos ovarianos na espécie equina, contribuindo na 15 

aplicação de biotécnicas reprodutivas como o cultivo in vitro. 16 

 17 

Palavras-chave: Égua, Folículos ovarianos, Fossa ovulatória, Localização folicular, 18 

Região ovariana. 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 
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Abstract 1 

 2 

The aim of this research is to define the concentration and distribution of the 3 

equine preantral follicles in the ovarian tissue, evaluating the inner, middle and outer 4 

regions of the ovary, as well as near and far regions of the ovulation fossa. The 5 

ovaries (n=7) were obtained from slaughterhouse mares with unknown historic and 6 

transported to the laboratory stored in cooler (21 ° C). Each ovary was dissected and 7 

sectioned in the sagittal plane (greater curvature) to obtain two hemiovaries. The 8 

hemiovaries were fragmented and fixed in Carnoy for 12 hours to histological 9 

processing. In the experiment 1, three ovaries were used for the investigation of the 10 

follicular distribution in the inner (C1), middle (C2) and outer (C3) regions. In the 11 

experiment 2, four ovaries were used to evaluate the follicular localization in near 12 

(PFO) and far (DFO) regions of the ovulation fossa. Statistical analysis for 13 

comparison of data was performed using Fisher's exact test, with 5% level of 14 

significance using the statistical software Minitab 16.1.1. 1130 follicles were found in 15 

the first experiment, 1054 (93.27%) of these were primordial follicles, 53 (4.69%) 16 

were developing follicles, and 93.71% of these had morphological integrity. In the 17 

second experiment, 938 follicles were found, 901 (95.30%) of these were primordial 18 

follicles and 37 (3.94%) were developing follicles. In experiment 1, there were 19 

differences (p <0.05) in the presence of pre-antral follicles in the inner regions (C1 20 

41.6%, 470/1130), middle (C2 32.4%; 366/1130) and outer(C3 26% ; 294/1130) of 21 

the equine ovary. These three regions differed when compared to each other, 22 

although C1 region had the highest percentage of pre-antral follicles in relation to 23 

others (p <0.05). However, the C2 and C3 regions showed a higher percentage of 24 

intact primordial follicles and developing ones than the C1 region (p <0.05). In 25 



52 

 

experiment 2, the regions close to ovulation fossa (PFO1+PFO2 58.7%; 551/938) 1 

had higher follicular concentration in relation to the distant region of ovulation fossa 2 

(DFO3 + DFO4 41.3; 387/938; p <0.05). However, DFO region showed a lower 3 

proportion of degenerated primordial follicles and developing ones than the PFO 4 

region, demonstrating greater presence of intact ovarian follicles (p <0.05). This way, 5 

the distribution of preantral follicles in the equine ovary occurred heterogeneously, 6 

with larger amounts of preantral follicles in the inner and near regions of ovulation 7 

fossa. This study suggests new concepts about the location of equine ovarian 8 

follicles, contributing to the application of reproductive biotechnologies such as in 9 

vitro culture. 10 

 11 

Keywords: Mare, Ovarian follicles, Ovulation fossa, Follicular location, Ovarian 12 

region. 13 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

O ovário dos mamíferos é constituído por um pool folicular que contém 3 

milhares de folículos pré-antrais, dos quais cerca de 99,9% jamais atingirão a 4 

ovulação, devido ao processo de atresia folicular (MARSTRÖM et al., 2002). Esses 5 

folículos, na maioria das espécies localizam-se na porção externa do tecido 6 

ovariano, porém, para a espécie equina não se aplica esta definição, pois sugere-se 7 

que seus folículos podem ser encontrados na porção interna do ovário 8 

(CHARLESTON et al., 2007). 9 

A contagem de folículos pré-antrais nos ovários mamíferos proporciona 10 

estimar a população folicular. Tal estudo é laborioso, já que todos os folículos 11 

presentes na extensão da região cortical devem ser contabilizados; desta forma, a 12 

maioria das investigações utilizam amostras representativas de tecido ovariano para 13 

esta análise, desconsiderando as investigações sobre delimitações das camadas 14 

ovarianas (cortical e medular) e distribuição folicular (SCHMIDT, 2003; 15 

STANSFIELD; NÖTHLING; ANSARI, 2011). 16 

Na maioria das espécies domésticas e de produção já foram estudadas a 17 

localização e distribuição da população folicular ovariana. No entanto, alguns 18 

estudos atuais ainda constataram peculiaridades e distinções em relação aos 19 

folículos pré-antrais nos mamíferos. Tais como na espécie canina, no qual 20 

constataram diferença na quantidade de folículos pré-antrais entre os ovários direito 21 

e esquerdo (LUNARDON et al., 2015). Já na espécie bovina não foi observada 22 

distinção da população de folículos pré-antrais entre fêmeas Bos taurus taurus e Bos 23 

taurus indicus (SILVA-SANTOS et al., 2011). 24 
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Em relação à espécie equina, a distribuição regional dos folículos pré-antrais 1 

no ovário equino não é conhecida. O tamanho do ovário equino, que possui 2 

dimensões maiores que do bovino, pode contribuir para que ocorra uma distribuição 3 

folicular irregular e pouca delimitação entre as camadas ovarianas. Outro fato notório 4 

à se considerar é a baixa presença de folículos com cerca de 35.590 por ovário 5 

(DRIANCOURT et al., 1982), visto que a espécie bovina apresenta 130.000 folículos 6 

(ERICKSON, 1966). 7 

Além disso, recentemente, estudos referentes ao cultivo folicular in vitro 8 

destacaram a dificuldade na obtenção de folículos pré-antrais em fragmentos 9 

ovarianos da espécie equina. Estes constataram quantidades irrisórias de folículos, 10 

mesmo quando coletados da porção interna do ovário (ALVES et al., 2015; GOMES 11 

et al., 2015). Desta forma, novas investigações concernentes a distribuição regional 12 

de folículos pré-antrais no ovário equino poderão auxiliar no estudo da 13 

foliculogênese e nortear a retirada de fragmentos ovarianos de uma região 14 

específica, contribuindo para o sucesso de biotécnicas como o cultivo in vitro desses 15 

folículos. 16 

Portanto, o presente trabalho propõe duas investigações quanto à distribuição 17 

de folículos pré-antrais no ovário equino: i) a presença e integridade desses folículos 18 

na extensão das regiões interna, média e externa do ovário e ii) a presença e 19 

integridade desses folículos nas regiões próximas e distantes da fossa ovulatória. 20 

 21 

2. MATERIAL E MÉTODOS 22 

 23 

2.1 Obtenção dos ovários 24 
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Ovários (n=7) foram coletados a partir de éguas em anestro estacional 1 

provenientes de abatedouro localizado a aproximadamente 40 km do laboratório de 2 

Reprodução Animal (Reproa).  A idade, condição corpórea e raça das éguas foram 3 

desconhecidas. Os ovários foram armazenados e transportados em recipiente 4 

térmico plástico à temperatura de 21° C na ausência de soluções tampões. No 5 

laboratório cada ovário foi cuidadosamente dissecado com bisturi para remoção de 6 

tecidos conectivos, seccionados no plano sagital e os que continham corpo lúteo 7 

(CL) ou folículos antrais em abundância foram descartados.  8 

 9 

Experimento 1 10 

 11 

Ovários obtidos no abatedouro (n=3) foram utilizados para investigação da 12 

distribuição regional dos folículos pré-antrais. O ovário inteiro foi utilizado, contudo, 13 

foi necessária a fragmentação do tecido para adequar sua dimensão nas lâminas 14 

histológicas. Assim, cada ovário foi submetido a um corte longitudinal realizado 15 

sobre a curvatura maior do ovário para obtenção de dois hemiovários. Cada 16 

hemiovário foi seccionado verticalmente em seis fragmentos, totalizando 12 17 

fragmentos para cada ovário inteiro, medindo cerca de 1,5 x 0,5 x 0,5 cm. 18 

 Esses fragmentos foram delimitados em três regiões que contemplam a 19 

extensão do ovário, nomeadas como: região mais interna do parênquima (C1), 20 

região média (entre a região mais interna e a externa; C2) e o terceiro corte 21 

contemplando a região mais externa (C3). Após cada região (C1, C2 e C3) foi 22 

seccionada transversalmente para obtenção de dois fragmentos (Figura 8).  23 

 24 

 25 
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Figura 8. Ilustração demonstrativa das extensões ovarianas avaliadas referentes às 1 

regiões interna (C1), média (C2) e externa (C3) obtidas através de cortes verticais 2 

(1) e em seguida secções transversais para dividir cada região em dois fragmentos 3 

(2). 4 

 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 

Experimento 2 11 

 12 

Do total de ovários obtidos no abatedouro, quatro foram utilizados para 13 

investigação quanto a distribuição dos folículos pré-antrais em relação à fossa 14 

ovulatória ovariana. Assim como no experimento 1, o ovário inteiro foi utilizado, 15 

porém fragmentado. Cada ovário foi submetido a um corte longitudinal realizado 16 

sobre a curvatura maior do ovário para obtenção de dois hemiovários. Cada 17 

hemiovário foi seccionado em quatro fragmentos simétricos, totalizando oito 18 

fragmentos para cada ovário inteiro, nos quais estes localizavam-se distantes ou 19 

próximos da fossa ovulatória. Os fragmentos referentes à curvatura menor do ovário 20 
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foram definidos como próximos da fossa ovulatória (PFO1+PFO2) e os fragmentos 1 

que se localizavam na curvatura maior do ovário foram definidos como distantes da 2 

fossa ovulatória (DFO3+DFO4; Figura 9).   3 

 4 

Figura 9. Ilustração demonstrativa dos fragmentos ovarianos avaliados referentes às 5 

regiões próximas (PFO1+PFO2) e distantes (DFO3+DFO4) da fossa ovulatória. 6 

 

 

 

 



58 

 

2.2 Processamento histológico  1 

 2 

Os fragmentos de ambos os experimentos foram imediatamente fixados em 3 

Carnoy por 12 horas, permaneceram no álcool 70 % por 24 horas, em seguida 4 

desidratados em etanol, diafinizados em xilol, embebidos em parafina, cortados 5 

sequencialmente na espessura de 5 µm para montagem de lâminas. Para cada 6 

fragmento ovariano foram confeccionadas 25 lâminas com três cortes histológicos. A 7 

coloração foi realizada com ácido periódico de Schiff e Hematoxilina. A leitura das 8 

lâminas histológicas foram realizadas em microscópio óptico no aumento de 20 e 9 

40x. 10 

 11 

2.3 Classificação dos folículos 12 

 13 

Os folículos foram classificados de acordo com os seguintes estágios de 14 

desenvolvimento: (1) folículos primordiais (oócito rodeado por uma camada de 15 

células da granulosa achatadas); (2) folículos em desenvolvimento, composto de 16 

folículos primários (oócito rodeado por uma única camada de células da granulosa 17 

cuboide) e folículos secundários (oócito rodeado por mais do que uma camada 18 

completa de células da granulosa cuboides; GOMES et al., 2015).  19 

Os folículos também foram classificados como íntegros ou degenerados de 20 

acordo com a morfologia do oócito e as células da granulosa. Os folículos 21 

classificados como morfologicamente íntegros apresentavam oócitos intactos e 22 

células da granulosa organizadas em camadas discretas, sem núcleos picnóticos. 23 

Folículos degenerados foram definidos como folículos contendo um oócito com 24 

núcleo picnótico e/ou um oócito rodeado por células da granulosa desorganizadas, 25 
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destacadas da membrana, com citoplasma retraído (ANDRADE et al., 2012; HAAG 1 

et al., 2013; GOMES et al., 2015). 2 

 3 

2.4 Análise estatística 4 

 5 

As proporções de folículos primordiais e em desenvolvimento para cada 6 

região avaliada (C1; C2; C3; PFO1+PFO2; DFO3+DFO4) dos experimentos foram 7 

comparadas. Cada variável foi analisada quanto à normalidade de distribuição pelo 8 

teste de Kolmogorov-Smirnov. O modelo estatístico foi não paramétrico, 9 

empregando o teste exato de Fisher para comparar as percentagens de folículos 10 

primordiais e em desenvolvimento entre as regiões ovarianas, além da integridade 11 

folicular. O nível de significância foi p≤0,05. Toda a análise estatística foi realizada 12 

no programa estatístico Minitab® 16.1.1. 13 

 14 

3. RESULTADOS 15 

 16 

Experimento 1 17 

 18 

Nesta investigação, foram avaliadas 900 lâminas, contendo 2.700 cortes 19 

histológicos e 36 fragmentos ovarianos obtidos de três éguas. Os folículos 20 

encontrados estavam presentes em apenas 12,4 % (355/2.700) dos fragmentos 21 

avaliados. Dos 1.130 folículos avaliados, 1.054 (93,3 %) eram folículos primordiais, 22 

76 (6,7 %) estavam em desenvolvimento e 93,71 % do total eram morfologicamente 23 

íntegros.  24 
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Houve diferença (p<0,05) quanto a presença de folículos pré-antrais nas 1 

regiões interna (C1; 41,6 %; 470/1130), média (C2; 32,4 %; 366/1130) e externa (C3; 2 

26 %; 294/1130) do ovário equino. Estas três regiões diferiram quando comparadas 3 

entre si, assim a região C1 apresentou maior percentagem de folículos pré-antrais, 4 

em seguida C2 e por último C3 (p<0,05; Tabela 3).  5 

A proporção da quantidade de folículos primordiais encontrada em cada 6 

região foram equivalentes, porém quando efetuamos comparação entre folículos 7 

primordiais e em desenvolvimento em relação a integridade folicular foi encontrado 8 

diferença estatística.  A região C1 apresentou maior quantidade de folículos 9 

degenerados que as regiões C2 e C3 (p<0,05; Tabela 4). 10 

 11 

Tabela 3. Percentagens de folículos pré-antrais distribuídos nas regiões interna 12 

(C1), média (C2) e externa (C3) com a proporção de folículos íntegros e 13 

degenerados totais; p <0,05). 14 

Região 

ovariana 

Total 

%(folículos) 

Íntegros 

%(folículos) 

Degenerados  

%(folículos) 

Interna (C1)       41,6a (470)          91,28b, A (429/470)         8,72a, B (41/470) 

Média (C2)       32,4b (366)          95,08a, A (348/366)         4,92b, B (18/366) 

Externa (C3)       26,0c (294)          95,92a, A (282/294)         4,08b, B (12/294) 

Total       100 (1130)          93,7A (1059/1130)         6,3B (71/1130) 

Valores seguidos de letras minúsculas sobrescritas (a, b, c) e dentro de uma mesma coluna 15 

diferem estatisticamente (p<0,05) entre as regiões ovarianas (interna, média e externa). 16 

Valores seguidos de letras maiúsculas sobrescritas (A, B) e dentro de uma mesma linha 17 

diferem estatisticamente (p<0,05) entre a proporção de folículos primordiais e em 18 

desenvolvimento. 19 

 



6
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Experimento 2 1 

 2 

Nesta investigação, foram avaliadas 800 lâminas, contendo 2.400 cortes 3 

histológicos de 32 fragmentos ovarianos obtidos de quatro éguas. Os folículos 4 

encontrados estavam presentes em apenas 10,3 % (247/2.400) dos fragmentos 5 

avaliados. Dos 938 folículos avaliados, 894 (95,30%) eram folículos primordiais, 44 6 

(4,7%) estavam em desenvolvimento, e 96,05% do total eram morfologicamente 7 

normais. 8 

Em relação à localização regional dos folículos pré-antrais ovarianos, 9 

constatamos que as regiões próximas à fossa ovulatória (PFO1+PFO2; 58,7 %; 10 

551/938) apresentaram maior concentração folicular em relação à região distante da 11 

fossa ovulatória (DFO3+DFO4; 41,3 %; 387/938; p<0,05; Tabela 5). Em relação a 12 

proporção da percentagem de folículos primordiais e em desenvolvimento 13 

encontrada em cada região, estas foram equivalentes, no entanto houve diferença 14 

avaliando a comparação entre a proporção dos folículos primordiais e em 15 

desenvolvimento quanto a integridade. A região DFO apresentou menor proporção 16 

de folículos degenerados primordiais e em desenvolvimento que a região PFO, 17 

demonstrando maior presença de folículos ovarianos íntegros (p<0,05; Tabela 6). 18 

Nesta investigação notamos ovários que apresentaram maior quantidade de 19 

folículos pré-antrais em relação aos demais, fato este considerado atípico para 20 

espécie equina. Ainda, evidenciamos alta densidade de folículos, além do 21 

agrupamento destes no tecido ovariano. O agrupamento folicular foi definido 22 

considerando número maior que dois folículos pré-antrais circunvizinhos e/ou muito 23 

próximos. Estes continham folículos primordiais, nos quais grande parte mostraram-24 

se em crescimento com alteração morfológica das células da granulosa. Os folículos 25 
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primordiais em crescimento possuíam as células da granulosa com formato 1 

achatado menos acentuado e diâmetro maior e mais facilmente visíveis. Os folículos 2 

pré-antrais em desenvolvimento (primários e secundários) não estavam presentes 3 

em nenhum dos agrupamentos observados (Figura 10). 4 

 5 

Tabela 5. Percentagens de folículos pré-antrais distribuídos em regiões próximas 6 

(PFO) e distantes (DFO) da fossa ovulatória e a proporção quanto à integridade 7 

folicular (p <0,05). 8 

Região 

ovariana 

Total 

%(folículos) 

Íntegros 

%(folículos) 

Degenerados  

%(folículos) 

PFO         58,7a (551)          95,82a, A (528/551)               4,17a, B (23/551) 

DFO         41,3b (387)          96,38a, A (373/387)               3,61a, B (14/387) 

Total         100 (938)          96,1A (901/938)               3,9B (37/938) 

Valores seguidos de letras minúsculas sobrescritas (a, b, c) e dentro de uma mesma coluna 9 

diferem estatisticamente (p<0,05) entre as regiões ovarianas (próxima e distante da fossa 10 

ovulatória). 11 

Valores seguidos de letras maiúsculas sobrescritas (A, B) e dentro de uma mesma linha 12 

diferem estatisticamente (p<0,05) entre a proporção de folículos primordiais e em 13 

desenvolvimento. 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 
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Figura 10. Agrupamento de folículos pré-antrais primordiais da espécie equina (A e 1 

B). Coloração de PAS e Hematoxilina. Aumento 40x e 20x. 2 

3 
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4. DISCUSSÃO 1 

 2 

Este estudo constatou que a distribuição dos folículos pré-antrais equinos 3 

localizaram-se em maior quantidade nas regiões interna e próxima da fossa 4 

ovulatória. Nosso resultado pode estar relacionado com a origem da fossa ovulatória 5 

provinda da região ovariana mais interna, referente à borda mais ventral e côncava 6 

do ovário equino. Após a formação da fossa ovulatória, esta pode ser identificada na 7 

curvatura menor do ovário e também é o local onde ocorre a ovulação nesta espécie 8 

(EVANS et al., 2007). 9 

Contudo a distribuição regional dos folículos ovarianos da espécie equina era 10 

desconhecida e alguns fatores podem ter dificultado as investigações deste âmbito, 11 

tais como a falta de material para estudo, já que os ovários de éguas provêm de 12 

escassos abatedouros, de fêmeas ovariectomizadas ou que vieram a óbito (GOMES 13 

et al., 2015). Além disso procedimentos como a biópsia ovariana (HAAG et al., 2013) 14 

não se adequam ao estudo sobre distribuição folicular, visto que os fragmentos 15 

coletados apresentam pouca representatividade da massa total do ovário. E por 16 

último, considera-se laborioso o estudo sobre a distribuição regional folicular, já que 17 

todos os folículos presentes nos fragmentos de cada ovário investigado devem ser 18 

contabilizados; desta forma, há poucos estudos que abrangem a distribuição folicular 19 

nas espécies mamíferas (SCHMIDT, 2003; STANSFIELD; NÖTHLING; ANSARI, 20 

2011). 21 

Nosso estudo também identificou pouca delimitação entre as camadas do 22 

ovário equino referentes as regiões cortical (interna) e medular (externa). As regiões 23 

investigadas denominadas de região média (C2; 32,4 %; 366/1130), externa (C3; 26 24 

%; 294/1130) e distante da fossa ovulatória (DFO; 41,3 %; 387/938) apresentaram 25 
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menor presença de folículos pré-antrais totais que as regiões interna (C1; 41,6 %; 1 

470/1130) e próxima da fossa ovulatória (PFO; 58,7 %; 551/938), entretanto 2 

consideramos relevante a presença e proporção numérica dos folículos encontrados 3 

nos fragmentos ovarianos que abrangeram à região medular. Além do apresentado, 4 

as regiões média, externa e distante da fossa ovulatória (menos concentração de 5 

folículos) demonstraram obter maior proporção de folículos íntegros que as demais 6 

regiões com maior concentração de folículos pré-antrais. Tal fato pode estar 7 

relacionado com a maior interação de folículos circunvizinhos encontrados nas 8 

regiões C1 e PFO e a produção de fatores parácrinos como: hormônios, fatores de 9 

crescimento, gases dentre outros, que possam repercutir em degeneração folicular 10 

(ARAUJO et al., 2014).  11 

A distribuição irregular ou heterogênea dos folículos ovarianos equinos 12 

apresentada neste estudo contradiz conceitos didáticos que delimitam a presença 13 

destes apenas na região cortical (interna; GINTHER, 1992). Dentre as espécies 14 

mamíferas, o ovário equino se destaca pelo seu tamanho (GONZÁLEZ et al., 2015), 15 

além do diâmetro dos folículos pré-ovulatórios, medindo cerca de 45 mm (EVANS et 16 

al., 2007). Assim, o tamanho do ovário equino pode contribuir para que ocorra uma 17 

distribuição folicular além da delimitação da camada cortical (interna).  18 

Os dois experimentos deste trabalho apresentaram alto percentual de 19 

integridade folicular utilizando o armazenamento dos ovários equinos em recipiente 20 

à temperatura ambiente (21° C) e ausência de soluções tampões para o transporte 21 

(abatedouro distante à 40 Km do laboratório). Nestas condições em que foram 22 

realizados nossos experimentos obtivemos resultados que corroboram com o 23 

encontrado por Haag et al. (2013) e Alves et al. (2015) utilizando o procedimento de 24 

biópsia ovariana.  25 
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Em pesquisas recentes relacionadas à biotécnica de cultivo in vitro de 1 

folículos pré-antrais equinos, constatou-se dificuldade em encontrar estes inclusos 2 

em fragmentos ovarianos (ALVES et al., 2015; GOMES et al., 2015). A espécie 3 

equina apresenta baixa densidade folicular possuindo uma média 35.590 folículos 4 

primordiais por ovário (DRIANCOURT et al., 1982). Tal fato contrasta com a espécie 5 

bovina com 130.000 folículos primordiais (ERICKSON, 1966), ovina com 77.000 6 

folículos primordiais (LAND, 1970) e caprina com cerca de 26.613 folículos 7 

primordiais (LUCCI et al., 1999). A vasta abrangência para coleta dos fragmentos 8 

ovarianos devido as dimensões do ovário equino pode restringir o sucesso do cultivo 9 

de folículos pré-antrais in vitro. Portanto, este primeiro estudo sobre distribuição 10 

regional de folículos pré-antrais equinos apresenta informações relevantes à 11 

comunidade científica quanto a localização e delimitação pouco evidente das 12 

camadas ovarianas, além disso possui aplicabilidade prática, pois contribui a nortear 13 

a retirada de fragmentos do ovário para biotécnicas como cultivo folicular in vitro de 14 

regiões com maior concentração ou maior integridade de folículos pré-antrais. 15 

 16 

5. CONCLUSÃO 17 

 18 

Este estudo sugere novos conceitos quanto a localização dos folículos 19 

ovarianos na espécie equina, contribuindo para o sucesso de biotécnicas 20 

reprodutivas como o cultivo folicular in vitro. O conhecimento sobre a distribuição 21 

folicular do ovário equino contribui para direcionar a retirada de fragmentos 22 

ovarianos das regiões que possuam maior presença de folículos pré-antrais como a 23 

região interna e próxima da fossa ovulatória, além da maior presença de folículos 24 

íntegros nas regiões média, externa e distante da fossa ovulatória. 25 
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6. CONCLUSÕES 
 

 O ovário equino possui maior presença de folículos pré-antrais distribuídos 

nas regiões interna e próxima a fossa ovulatória; 

 

 Constatou-se maior presença de folículos íntegros nas regiões com menor 

concentração folicular; regiões média, externa e distante da fossa ovulatória; 

 

 

 Evidenciamos pouca delimitação entre as camadas denominadas cortical 

Interna) e medular (externa), constatando a presença de folículos pré-antrais 

em fragmentos ovarianos que abrangeram a região medular; 

 

 A distribuição folicular do ovário equino poderá direcionar a retirada de 

fragmentos ovarianos para cultivo in vitro das regiões que possuam maior 

presença de folículos pré-antrais como a região interna e próxima da fossa 

ovulatória, além da maior presença de folículos íntegros encontrados nas 

regiões média, externa e distante da fossa ovulatória. 
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