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RESUMO 
 
 
A adição de antioxidantes no meio de cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-
antrais bovinos contribui para o adequado desenvolvimento dos folículos, para a 
manutenção da integridade folicular e do estresse oxidativo. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar o efeito da suplementação com antioxidantes no desenvolvimento 
e na manutenção da integridade folicular e do estresse oxidativo no cultivo in vitro de 
folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas Bos taurus indicus. Para a realização do 
experimento A (Ácido Ascórbico) e do experimento B (Ácido Alfa Lipóico), ovários 
(n=20 e n=24, respectivamente) obtidos em abatedouro foram fragmentados e um 
fragmento, escolhido aleatoriamente de cada par de ovário, foi fixado em Bouin 
(controle não cultivado; D0). Esses fragmentos foram destinados para análise da 
morfologia e do crescimento folicular (histologia clássica). Um fragmento, escolhido 
aleatoriamente de cada par de ovário, foi congelado a -80º C (controle não cultivado; 
D0), para análise do estresse oxidativo (TBARS, NBT e FRAP). Os demais 
fragmentos foram cultivados in vitro por 6 (D6) ou 12 (D12) dias, em Meio Essencial 
Mínimo (MEM+) ou MEM+ suplementado com Ácido Ascórbico (50 ou 100 ng/mL) ou 
Ácido Alfa Lipóico (50, 100 ou 250 ng/mL), com uma matriz extracelular de gel de 
agarose, em estufa a 38,5º C, com ar e umidade saturada. A cada dois dias, 
realizou-se a troca total do meio de cultivo por meio fresco. Diferenças entre as 
proporções de folículos primordiais e em desenvolvimento (primário e secundário), 
para cada tratamento (controle não cultivado, controle cultivado e diferentes 
concentrações de antioxidantes testadas nos diferentes tempos), foram analisadas 
pelo teste de Qui-quadrado e/ou teste Exato de Fisher. Na ocorrência de um efeito 
significativo, as proporções foram comparadas por um teste de proporção 2x2 para 
se estabelecer o ranking entre os tratamentos. Os dados das análises de estresse 
oxidativo foram submetidos à ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Os valores 
foram considerados significativos quando p ≤ 0,05. No experimento A, a 
suplementação com 100 ng/mL (33,56%; 49/146; p < 0,0001) de Ácido Ascórbico no 
meio de cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais, após 6 dias de cultivo, foi a 
mais eficiente em promover o desenvolvimento, manter a integridade folicular e os 
níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) estáveis. No experimento B, a 
suplementação com 100 ng/mL (36,88%; 52/141; p < 0,0001) de Ácido Alfa Lipóico, 
aos 6 dias de cultivo in vitro foi a mais eficiente em promover o desenvolvimento, 
manter a integridade folicular e os níveis de EROs estáveis. Conclui-se que os 
folículos ovarianos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos bovinos, 
provenientes de abatedouro, podem ser cultivados in vitro ao longo de 6 dias, com 
meio suplementado com antioxidantes, o que permite o desenvolvimento e a 
manutenção da integridade folicular e níveis de espécies reativas de oxigênio 
estáveis. 
 
Palavras-chave: ácido alfa lipóico; ácido ascórbico; estresse oxidativo; 
foliculogênese. 



 

BERGAMO, Larissa Zamparone. Effect of antioxidants supplementation on the in  
vitro culture of preantral ovarian follicles from Bos taurus indicus females. 
2021. 115 pp. Thesis (Doctorate in Animal Science) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina, 2021. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
The addition of antioxidants in the in vitro culture medium of bovine preantral ovarian 
follicles contributes to the adequate development of the follicles, maintenance of 
follicular integrity and oxidative stress. Thus, our objective was to evaluate the effect 
of supplementation with antioxidants on the development and maintenance of 
follicular integrity and oxidative stress in the in vitro culture of preantral ovarian 
follicles from Bos taurus indicus females. For the experiment A (Ascorbic Acid) and 
experiment B (Alpha Lipoic Acid), ovaries (n=20 and n=24, respectively) obtained 
from a slaughterhouse were fragmented and a randomly obtained fragment from 
each pair of ovaries, was fixed in Bouin (non-cultivated control; D0). These fragments 
were submitted to the analysis of morphology and folicular growth (classical 
histology). A randomly obtained fragment from each pair of ovaries was frozen at -
80º C (non-cultivated control; D0) for analysis of oxidative stress (TBARS, NBT and 
FRAP). The other fragments were in vitro cultured for 6 (D6) or 12 (D12) days, in 
Minimum Essential Medium (MEM+) or MEM+ supplemented with Ascorbic Acid (50 
or 100 ng/mL) or Alpha Lipoic Acid (50, 100 or 250 ng/mL), with an extracellular 
matrix of agarose gel, in an oven at 38.5º C, with air and saturated humidity. Every 
two days, 100% of the culture medium was replaced. Differences between the 
proportions of primordial and developing follicles (primary and secondary), for each 
treatment (uncultivated control, cultured control and different concentrations of 
antioxidants tested at different times), were analyzed using the Chi-square test 
and/or Exact Fisher test. In the event of a significant effect, the proportions were 
compared using a 2x2 proportion test to establish the ranking between treatments. 
The oxidative stress analysis data were submitted to ANOVA followed by the 
Bonferroni test. Values were considered significant when P ≤ 0.05. In experiment A, 
supplementation with 100 ng/mL (33.56%; 49/146; P < 0.0001) of Ascorbic Acid in 
the in vitro culture medium of preantral ovarian follicles, after 6 days of culture, was 
the most efficient in promoting development, maintaining integrity follicular and 
reactive oxygen species (ROS) levels stability. In experiment B, supplementation with 
100 ng/mL (36.88%; 52/141; P < 0.0001) of Alpha Lipoic Acid, at 6 days of in vitro 
culture, was the most efficient in promoting development, maintaining follicular 
integrity and ROS levels stability. It is concluded that the preantral ovarian follicles 
included in bovine ovarian fragments, from slaughterhouse, can be grown in vitro 
over 6 days, with medium supplemented with antioxidants, which allows the 
development and maintenance of follicular integrity and levels of stable reactive 
oxygen species. 
 
Keywords: alpha lipoic acid; ascorbic acid; oxidative stress; folliculogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 1 
 2 

A reprodução animal reflete diretamente na eficiência e rentabilidade 3 

econômica do rebanho, sendo considerada de grande importância nos sistemas de 4 

produção. O desenvolvimento e a utilização de biotécnicas da reprodução animal são 5 

indispensáveis para o aumento da eficiência reprodutiva, do melhoramento genético 6 

e da produção de alimentos (Figueiredo et al., 2011; Viana et al., 2018; Kaser et al., 7 

2019). 8 

As biotécnicas, como inseminação artificial em tempo-fixo (IATF), 9 

produção in vitro de embriões (PIVE), transferência de embriões (TE) e manipulação 10 

de oócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) apresentaram 11 

crescimento exponencial na última década (De Sá et al., 2020). Estudos relacionados 12 

com a MOIFOPA objetivam incrementar a eficiência reprodutiva, sendo a chave para 13 

a melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na foliculogênese e no 14 

desenvolvimento dos folículos ovarianos pré-antrais (Andrade et al., 2012; Araújo et 15 

al., 2014; De Sá et al., 2020). A MOIFOPA compreende o isolamento e o resgate de 16 

folículos ovarianos pré-antrais provenientes de ovários, seguido da conservação 17 

através da técnica de resfriamento ou congelação e cultivo folicular in vitro, a fim de 18 

promover o crescimento, a maturação e a fecundação in vitro (FIV) dos oócitos 19 

inclusos nesses folículos, maximizando o potencial reprodutivo das fêmeas e 20 

diminuindo a atresia folicular que acontece in vivo (Figueiredo et al., 2007). 21 

Estudos referentes à biotécnica da MOIFOPA apresentam resultados 22 

satisfatórios em diversas espécies. Oócitos provenientes de folículos ovarianos pré-23 

antrais podem crescer, adquirir competência meiótica, serem fecundados in vitro e 24 

chegar até o estágio de blastocisto (Hirao et al., 1994; Huanmin; Yong, 2000; Wu; 25 

Carrel; Wilcox, 2001; Gupta Ramesh; Manjunatha, 2008; Arunakumari; 26 

Shanmugasundaram; Rao, 2010; Magalhães et al., 2010; Saraiva et al., 2010). 27 

Recentemente, foi relatada a primeira prenhez em cabras após o cultivo in vitro de 28 

folículos ovarianos pré-antrais (De Sá et al., 2020). 29 

O cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais é utilizado para 30 

elucidar as diferentes substâncias envolvidas no desenvolvimento folicular. 31 

Adicionalmente, para que biotécnicas relacionadas com o cultivo in vitro de folículos 32 

ovarianos pré-antrais sejam aplicadas em larga escala, ainda são necessários estudos 33 

que avaliem os meios de cultivo e as demais substâncias necessárias para o 34 
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desenvolvimento folicular, tais como os fatores de crescimento, os antioxidantes e os 1 

hormônios (Silva et al., 2017; De Sá et al., 2020). 2 

Outro aspecto que pode interferir no sucesso e na aplicabilidade 3 

prática da biotécnica de cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais é a produção 4 

em excesso de espécies reativas de oxigênio (EROs). Desta forma, a suplementação 5 

do meio de cultivo in vitro com substâncias antioxidantes como o Ácido Ascórbico e o 6 

Ácido Alfa Lipóico objetiva equilibrar a formação de EROs produzidas em maiores 7 

quantidades no cultivo in vitro quando comparado com o ambiente in vivo (Rossetto 8 

et al., 2009; Silva et al., 2011; Talebi et al., 2012; Gomes et al., 2015; 2018). 9 

Substâncias antioxidantes proporcionam benefícios nos estágios iniciais de 10 

desenvolvimento dos folículos ovarianos, diminuindo os danos causados pelos 11 

radicais livres, tanto in vivo como in vitro. 12 

O Ácido Ascórbico e o Ácido Alfa Lipóico são substâncias que 13 

promovem a diminuição dos níveis de EROs presentes nas células, capazes de 14 

prevenir tanto a apoptose espontânea como a induzida por estresse (Wang et al., 15 

2002). Para a espécie bovina, pesquisas envolvendo o cultivo in vitro de folículos 16 

ovarianos pré-antrais com uma matriz extracelular de gel de agarose, com a finalidade 17 

de avaliar o desenvolvimento folicular, a manutenção da integridade folicular e do 18 

estresse oxidativo ainda são escassos. 19 

Nesse contexto, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito 20 

da suplementação do meio de cultivo in vitro com diferentes concentrações de 21 

antioxidantes (Ácido Ascórbico e Ácido Alfa Lipóico) com uma matriz extracelular de 22 

gel de agarose, de folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas Bos taurus indicus.  23 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 1 

 2 

2.1 MORFOLOGIA OVARIANA 3 

 4 

Os ovários desempenham funções relevantes para o sistema 5 

reprodutivo, no qual a função exócrina (ou gametogênica) exerce a maturação 6 

e liberação do oócito para fecundação e a função endócrina (ou 7 

esteroidogênica) efetua a síntese e secreção de hormônios e fatores de 8 

crescimento (Araújo et al., 2014; Green; Shikanov, 2016). Além disso, ocorre 9 

interação entre os fatores endócrinos, autócrinos e parácrinos, atuando 10 

associados no processo de desenvolvimento folicular e oocitário durante a vida 11 

reprodutiva da fêmea (Atwood; Meethal, 2016; Monniaux et al., 2019). 12 

O formato, assim como o tamanho dos ovários, apresenta 13 

distinção conforme a espécie animal, raça e estágio do ciclo estral da fêmea. 14 

Na espécie bovina, o formato dos ovários assemelha-se a amêndoas, obtendo 15 

peso médio de 10-20 g na idade adulta (Hafez; Hafez, 2004), com mensuração 16 

de 3,0-4,5 cm e 1,5-2,0 cm, comprimento e largura, respectivamente 17 

(Nascimento et al., 2003). 18 

O ovário da fêmea bovina distingue-se em duas regiões, 19 

denominadas de córtex e medula (Silva, 2005). O córtex, porção mais externa 20 

do ovário representa a região funcional onde estão localizados os folículos 21 

ovarianos e estruturas luteais, em diferentes estágios de desenvolvimento e/ou 22 

atresia (Silva, 2005). Os folículos ovarianos, por sua vez, estão envoltos por 23 

células da granulosa (CGs) e células da teca (Erickson; Shimasaki, 2003). A 24 

região medular localiza-se mais internamente, na maioria das espécies, e 25 

apresenta um arranjo irregular de tecido nervoso, vascular (sanguíneo e 26 

linfático), tecido fibroblástico e conjuntivo, no qual se comunica com o ovário 27 

através do hilo. Sua principal função visa nutrir e sustentar o ovário (Silva, 2005; 28 

Figura 1). 29 
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 1 

Figura 1 – Ilustração do ovário de mamíferos, indicando as regiões cortical e 2 

medular, com suas respectivas estruturas. 3 

Fonte: Adaptado de http://www.coltri.bio.br/repfem_17.pdf 4 

 5 

2.2 OOGÊNESE E FOLICULOGÊNESE 6 

 7 

Para a expansão sólida de mecanismos vinculados à reprodução 8 

animal, deve-se considerar a base fundamental da fisiologia da fêmea, a oogênese e 9 

a foliculogênese. Tais processos fisiológicos resultam na origem dos oócitos e 10 

folículos ovarianos, ainda na vida fetal. Assim, o estoque de oócitos e folículos é finito 11 

(Saumande, 1991; Figueiredo et al., 2008). 12 

A oogênese compreende o desenvolvimento e diferenciação de 13 

células germinativas primordiais (CGP), resultando na formação do oócito (haploide), 14 

com término do seu desenvolvimento após a fecundação (Aguiar et al., 2017). Na fase 15 

de embrião, ainda na vida uterina, as CGP localizadas no saco vitelínico se deslocam 16 

em direção as gônadas em desenvolvimento para se transformarem em oogônias. Em 17 

seguida, ocorre a reorganização das organelas citoplasmáticas e proliferação celular 18 

(Sadeu et al., 2006; Bessa; Dode, 2013). Após sucessivas divisões mitóticas e a 19 
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primeira divisão meiótica, as CGP originam os oócitos (Hannon; Curry, 2018). Assim, 1 

na fase púbere das fêmeas, ocorre a liberação de hormônio luteinizante (LH), antes 2 

da ovulação, sinalizando a retomada da meiose. Dessa forma, ocorre o rompimento 3 

da vesícula germinativa, no qual sucedem as etapas de metáfase I, anáfase I e 4 

telófase I, com a liberação do corpúsculo polar e o desenvolvimento de um oócito 5 

secundário (Betteridge et al., 1989; Gordon, 1994). O oócito retomará a meiose 6 

apenas se for fecundado pelo espermatozoide, finalizando a oogênese com a extrusão 7 

do segundo corpúsculo polar (Moore; Persaud 1994; Figura 2). 8 

 9 

 10 

Figura 2 – Esquema representativo da formação do oócito. 11 

Fonte: Adaptado de http://animanmov.blogspot.com/2014/10/oogenese-foliculos-e-trompas-de-12 

falopio.html 13 

 14 

A foliculogênese atua no processo de formação, crescimento e 15 

maturação folicular, iniciando com a formação do folículo primordial e término no 16 

estágio de folículo pré-ovulatório (Figueiredo et al., 2008; Rossetto et al., 2011; 2013). 17 

A sinalização para ativação de folículos primordiais, assim como o posterior 18 

crescimento de folículos primários e secundários, vinculam-se a um sistema bastante 19 

complexo, envolvendo a participação de diferentes fatores de crescimento e 20 

hormônios (Figura 3).  21 
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 1 

Figura 3 - Distribuição de fatores de crescimento e hormônios em folículos ovarianos 2 

de ruminantes. 3 

Fonte: Adaptado de Figueiredo et al., 2018. 4 

 5 

2.3 FOLÍCULOS OVARIANOS 6 

 7 

O folículo ovariano, contendo um oócito no seu interior, refere-se à 8 

unidade morfofuncional dos ovários dos mamíferos. Ainda durante a embriogênese, 9 

ocorre a formação da estrutura do folículo, cujo desenvolvimento é controlado por 10 

fatores endócrinos e parácrinos (Aguiar et al., 2017). Este é circundado por CGs e/ou 11 

tecais, proporcionando um ambiente ideal para o crescimento e maturação do oócito, 12 

permitindo que este esteja maduro no momento da ovulação (Figueiredo et al., 2008; 13 

Aguiar et al., 2017). O desenvolvimento folicular e o crescimento do oócito dependem 14 

de uma comunicação eficiente entre as células somáticas e o oócito, desempenhando 15 

papel essencial no controle da proliferação e diferenciação das CGs durante o 16 

desenvolvimento folicular (Araújo et al., 2014). 17 

A população folicular presente nos ovários localiza-se no córtex 18 

ovariano e possui diferentes tipos de folículos. Assim, designam-se em duas classes, 19 

os folículos ovarianos pré-antrais, representantes da fase inicial do desenvolvimento 20 

folicular, classificados em primordiais, primários ou secundários. A segunda classe 21 
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compõe os folículos ovarianos antrais, nos quais apresentam uma cavidade repleta 1 

de líquido folicular, entre as camadas de CGs, denominada antro. Dessa forma, 2 

classificam-se em folículos terciários e pré-ovulatórios (Matsuda et al., 2012; Lisboa 3 

et al., 2015; Figura 4). 4 

 5 

 6 

Figura 4 – Ilustração dos folículos pré-antrais e antrais e seus respectivos folículos 7 

conforme o desenvolvimento. 8 

Fonte: Adaptado de Lisboa et al., 2015. 9 

 10 

2.3.1 Folículos Pré-Antrais 11 

 12 

São constituídos pelos folículos primordiais, primários e secundários. 13 

Diferem entre si pelo formato das CGs que o envolvem, bem como pelo tamanho e 14 

número de camadas de CGs que circundam o oócito imaturo (Figueiredo et al., 2008; 15 

Bessa; Dode, 2013). Esses folículos compreendem 90 a 95% de toda a população 16 

folicular, dos quais mais de 99% não chegarão até a ovulação, sofrendo atresia. Isso 17 

demonstra um baixo aproveitamento de gametas na fêmea (Erickson, 1986; Matsuda 18 

et al., 2012). 19 

Os folículos pré-antrais, a partir do estágio de folículo secundário, 20 

apresentam uma zona pelúcida (ZP), formada por glicoproteínas que circundam o 21 

oócito, pelo menos uma camada de CGs e células da teca ao redor da membrana 22 

basal (Rankin et al., 2001; Barnett et al., 2006). Neste estágio, as CGs dos folículos 23 

apresentam uma extensiva rede de junções do tipo gap, canais esses que possibilitam 24 

a passagem de íons inorgânicos, nutrientes e pequenos metabólitos (Kidder; Mhawi, 25 

2002).  26 
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2.3.1.1 Folículos primordiais 1 

 2 

Os folículos primordiais representam o estágio inicial de 3 

desenvolvimento folicular, localizados no pool de reserva, a partir do qual os folículos 4 

são recrutados (Araújo et al., 2014). Cada folículo é composto por um oócito envolto 5 

por uma única camada de quatro a oito CGs, de formato achatado, rodeado por uma 6 

membrana basal (Chowdhury et al., 2016). O diâmetro do folículo primordial, bem 7 

como do oócito nele contido, medem, respectivamente, 30-40 µm e 20-25 µm de 8 

diâmetro (Beckers et al., 1996). Quando a população de folículos primordiais é 9 

estabelecida, grupos de folículos saem gradualmente do pool de reserva e entram em 10 

fase de crescimento após serem ativados. 11 

 12 

2.3.1.2 Folículos primários 13 

 14 

Durante o período de ativação folicular, quando se inicia o 15 

crescimento dos folículos ovarianos, o folículo primordial sai do pool de reserva e entra 16 

no estágio de transição. A ativação folicular é caracterizada por modificações da 17 

morfologia das CGs, que passam a ter formato cuboide. Desse modo, os folículos 18 

primários apresentam um oócito envolto por uma camada CGs em formato cuboide. 19 

Uma vez recrutado, o folículo primordial evolui para folículo primário, dando início ao 20 

crescimento dos oócitos (Araújo et al., 2014). O folículo primário possui diâmetro de 21 

40-60 μm, contendo um oócito de 30-40 μm. No entanto os folículos primordiais e 22 

primários não podem ser diferenciados através das medidas de diâmetro, apenas 23 

pelas alterações morfológicas de suas células (Hulshof et al., 1994). 24 

 25 

2.3.1.3 Folículos secundários 26 

 27 

São denominados de folículos secundários aqueles que possuem 28 

duas ou mais camadas de CGs de formato cuboide envolvendo o oócito. Há deposição 29 

inicial da ZP e formação de grânulos no citoplasma dos oócitos (Araújo et al., 2014). 30 

Os folículos secundários caracterizam-se pela presença de um oócito imaturo na 31 

região central, podendo atingir 60-200 μm de diâmetro (Beckers et al., 1996).  32 
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2.3.2 Folículos Antrais 1 

 2 

Os folículos terciários e pré-ovulatórios são classificados como antrais 3 

por possuírem uma intensa proliferação das CGs e pelo surgimento do antro folicular, 4 

repleto de fluido (Figueiredo et al., 2008; Bessa; Dode, 2013). O fluido folicular é 5 

composto por água, proteínas séricas, eletrólitos e altas concentrações de hormônios 6 

esteroides que são secretados pelas CGs. O tamanho do antro folicular na espécie 7 

bovina pode variar de 0,14-0,28 mm (Barnett et al., 2006). 8 

 9 

2.3.2.1 Folículos terciários 10 

 11 

Os folículos terciários são constituídos por um oócito circundado pela 12 

ZP, uma pequena cavidade antral, ainda em formação, uma membrana basal e 13 

diversas camadas de células tecais (teca interna e teca externa; Gordon, 1994). 14 

Possuem em sua conformação a presença de microvilosidades dentro da ZP e grande 15 

quantidade de mitocôndrias de formato arredondado e alongado, bem como diversas 16 

partículas lipídicas (Fair et al., 1997). 17 

 18 

2.3.2.2 Folículos pré-ovulatórios 19 

 20 

Os folículos pré-ovulatórios representam o estágio final de 21 

desenvolvimento folicular antes da ovulação. Há o predomínio de mitrocôndrias 22 

arredondadas, que caracterizam o completo desenvolvimento do oócito na espécie 23 

bovina. Podem ser identificados grânulos na camada cortical e microtúbulos no 24 

ooplasma do oócito. Retículo endoplasmático liso e rugoso também podem ser 25 

observados em grande quantidade nesse estágio de desenvolvimento folicular (Hyttel 26 

et al., 1997). O oócito está envolto por células especializadas, inicialmente CGs, que 27 

agora são denominadas de células do cumulus. A ovulação do oócito juntamente com 28 

as células do cumulus ocorre em resposta ao pico de LH (Driancourt et al., 1991).  29 
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2.4 POPULAÇÃO FOLICULAR 1 

 2 

A população folicular é estabelecida ainda na vida fetal, em primatas 3 

e ruminantes, entre a terceira e a sexta semana após a concepção. Essa população 4 

é variável entre as espécies, além de ser observada uma variação individual entre os 5 

animais da mesma espécie (Betteridge et al., 1989; Silva-Santos et al., 2011). 6 

Para bovinos, estima-se que a população folicular ao nascimento está 7 

em torno de 235.000 folículos por ovário (Silva-Santos et al., 2011), diferentemente 8 

dos caprinos e ovinos que apresentam cerca de 37.646 e 160.000 folículos, 9 

respectivamente (Driancourt et al., 1991; Lucci et al., 1999) e das camundongas que 10 

apresentam 1.500 folículos (Shaw et al., 2000). A cabra por sua vez, apresenta cerca 11 

de 35.000 folículos (Lucci et al., 1999), a mulher aproximadamente 2.000.000 folículos 12 

(Erickson, 1986) e há uma variação de 6.164 a 59.283 folículos em cadelas adultas, 13 

variando conforme o tamanho do animal (Lunardon et al., 2015). Para a espécie 14 

equina, estima-se que a população folicular seja ao redor de 36.000 folículos por 15 

ovário (Evans; Constantinescu; Ganjan, 2007). 16 

Diversos fatores como a genética, raça, idade, níveis hormonais, 17 

estado reprodutivo e estado nutricional podem influenciar diretamente a população 18 

folicular entre as espécies (Rüsse, 1983; Scaramuzzi et al., 2011; Silva-Santos et al., 19 

2011). Mas, apesar de ser altamente variável entre os indivíduos, a população folicular 20 

possui alta repetibilidade individual e está relacionada positivamente com índices de 21 

fertilidade e função ovariana (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2008; 2009). 22 

 23 

2.5 ATRESIA FOLICULAR 24 

 25 

Apesar da numerosa população folicular presente nos ovários, 26 

estabelecida durante a vida fetal, quase a totalidade de folículos encontrados no pool 27 

de reserva ovariana, ou seja, 99,9%, não chegam à ovulação. Esses folículos sofrem 28 

um processo de morte celular conhecido como atresia folicular, tornando o ovário um 29 

órgão de baixa produtividade (Campos-Junior et al., 2012; Hatzirodos et al., 2014). O 30 

processo ocorre principalmente por apoptose das CGs, em resposta à privação 31 

hormonal, podendo ocorrer por via degenerativa e/ou apoptótica (Matsuda et al., 32 

2012).  33 
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Fatores como idade, estado reprodutivo, lactação, gestação, níveis 1 

hormonais e estado nutricional podem influenciar a atresia folicular (Mcgee; Horne, 2 

2018). Estudos relacionados à atresia indicam que é um processo súbito, com a morte 3 

das CGs em conjunto (Hirshfield, 1991). Este processo faz com que os folículos 4 

ovarianos não apresentem uma prevalência homogênea em todos os estágios de 5 

desenvolvimento folicular (Gordon, 1994; Fortune et al., 1998). Apesar de ser um 6 

processo fisiológico, independente da fase em que ocorra, a atresia diminui 7 

significativamente o número de oócitos em potencial para ovulação durante a vida 8 

reprodutiva do animal (Mcgee; Horne, 2018). Diante disso, a atresia tem estimulado o 9 

interesse no desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro capaz de manter o 10 

crescimento folicular e evitar essa perda dos folículos ovarianos (Araújo et al., 2014). 11 

O processo de atresia difere entre folículos pré-antrais (primordiais, 12 

primários e secundários) e antrais (terciários e pré-ovulatórios). Nos folículos pré-13 

antrais, os primeiros sinais de morte celular ocorrem no oócito, causando retração da 14 

cromatina nuclear e fragmentação oocitária, desencadeando um processo de 15 

eliminação irreversível dos folículos ovarianos nessa fase de desenvolvimento (Morita; 16 

Tilly, 1999; Silva et al., 2002). Além disso, as CGs tornam-se túrgidas e diminuem o 17 

número de organelas do citoplasma (Tassel; Kennedy, 1980). 18 

Após a formação do antro folicular, ocorre uma alteração na 19 

sensibilidade do oócito e das CGs. Inicialmente, ocorre o aparecimento de núcleos 20 

picnóticos nas CGs, condensação da cromatina, vacuolização citoplasmática e 21 

retração nuclear. Sequencialmente, observa-se a degeneração das células tecais e a 22 

presença de corpos apoptóticos na cavidade antral desses folículos (Tilly, 1996; 23 

Mcgee; Horne, 2018). Com a progressão da atresia, pode-se observar uma redução 24 

no número de camadas das CGs e invasão do folículo por fibroblastos e macrófagos. 25 

Após drásticas mudanças nas CGs, o oócito, frequentemente, sofre pseudo 26 

maturação, fragmenta-se e, finalmente, é eliminado durante os estágios finais de 27 

atresia (Byskov, 1974). 28 

A atresia folicular e os fatores que influenciam este processo são 29 

amplamente estudados e tem sido demonstrado que muitos hormônios, fatores de 30 

crescimento e antioxidantes estão envolvidos no processo de evitar a atresia. A 31 

elucidação dos mecanismos que regulam a foliculogênese, incluindo o processo de 32 

atresia, é importante para o melhor aproveitamento de folículos pré-antrais no 33 

melhoramento da eficiência reprodutiva dos animais de produção.  34 
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2.6 MOIFOPA 1 

 2 

A Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-3 

Antrais (MOIFOPA) é uma biotécnica da reprodução que vem sendo amplamente 4 

estudada. O principal objetivo da técnica é promover o desenvolvimento e a maturação 5 

dos oócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais, bem como manter sua 6 

viabilidade, a fim de se evitar a atresia folicular e possibilitar sua utilização em diversas 7 

biotécnicas como a FIV, transgenia e clonagem (Figueiredo et al., 2008; Lima; Santos, 8 

2010). A MOIFOPA também contribui para o esclarecimento de mecanismos 9 

envolvidos na foliculogênese inicial, visando a multiplicação de animais de alto valor 10 

zootécnico ou em risco de extinção. 11 

A base da técnica consiste na obtenção de folículos pré-antrais de 12 

ovários a partir de fragmentos ovarianos ou isolamento folicular para serem cultivados 13 

in vitro até a completa maturação (Figueiredo et al., 2008). As recentes melhorias nos 14 

métodos disponíveis para o estudo da ativação do folículo primordial e o conhecimento 15 

dos processos celulares e vias de sinalização envolvidos abriram novas perspectivas. 16 

Em espécies domésticas, este é um processo longo e exige a compreensão dos 17 

efeitos fisiológicos e farmacológicos. Para muitas espécies, os resultados in vitro ainda 18 

são limitados, provavelmente devido à falta de harmonia entre crescimento e 19 

diferenciação do oócito e das células somáticas que o circundam durante o processo 20 

de desenvolvimento do folículo ovariano pré-antral (Silva; Van Den Hurk; Figueiredo, 21 

2016). 22 

Os primeiros estudos referentes à biotécnica da MOIFOPA datam da 23 

década de 80, apresentando resultados satisfatórios em diversas espécies, como por 24 

exemplo, em suínos (Hirao et al., 1994; Wu; Carrel; Wilcox, 2001), bubalinos (Gupta 25 

Ramesh; Manjunatha, 2008), ovinos (Arunakumari; Shanmugasundaram; Rao, 2010) 26 

e caprinos (Huanmin; Yong, 2000; Magalhães et al., 2010; Saraiva et al., 2010). Já foi 27 

demonstrado que os oócitos provenientes de folículos ovarianos pré-antrais podem 28 

crescer, adquirir competência meiótica, serem fecundados in vitro e chegar até o 29 

estágio de blastocisto. Para a espécie humana (Roy; Treacy, 1993) e bovina 30 

(McCaferry et al., 2000; Rossetto et al., 2013), folículos ovarianos pré-antrais foram 31 

isolados e cultivados até a fase de folículo antral. Em ratos relatou-se a produção in 32 

vitro de embriões (Daniel; Armstrong; Gorelangton, 1989) e em camundongos 33 

obtiveram o nascimento a partir de folículos ovarianos pré-antrais que foram 34 
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maturados e fecundados in vitro (Eppig; Schroeder, 1989). E mais recentemente, foi 1 

relatada a primeira prenhez em cabras após o cultivo in vitro de folículos ovarianos 2 

pré-antrais (De Sá et al., 2020). 3 

Alguns avanços já foram alcançados, mas desafios ainda precisam 4 

ser vencidos para obtenção de oócitos competentes no sistema de cultivo in vitro de 5 

folículos ovarianos pré-antrais (Figura 5). 6 

 7 

 8 

Figura 5 – Esquema ilustrativo dos avanços alcançados e dos desafios que ainda 9 

precisam ser vencidos para obtenção de oócitos competentes no sistema de cultivo in 10 

vitro de folículos ovarianos pré-antrais. 11 

Fonte: Adaptado de Silva; Van Den Hurk; Figueiredo, 2016.  12 
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2.6.1 Cultivo In vitro de Folículos Ovarianos Pré-Antrais 1 

 2 

Vários foram os sistemas de cultivo desenvolvidos variando de acordo 3 

com a espécie estudada, o tipo de meio e o sistema utilizados (Fortune, 1994). Para 4 

que o sistema de cultivo promova um eficiente desenvolvimento dos folículos 5 

ovarianos pré-antrais pelo menos três condições básicas devem ser fornecidas pelo 6 

modelo “ideal” de cultivo. Entre essas, o sistema de cultivo deve manter a viabilidade 7 

dos folículos, preservar sua morfologia pré-existente in vivo e proporcionar o 8 

crescimento e a maturação folicular. Apesar dos avanços já obtidos, principalmente 9 

em animais domésticos, os sistemas de cultivo existentes ainda não atendem 10 

completamente todos os requisitos “ideais” de cultivo (Figueiredo et al., 2008; Nóbrega 11 

Junior et al., 2014). 12 

Os sistemas de cultivo comumente utilizados compreendem o cultivo 13 

in situ, em que fragmentos do córtex ovariano são obtidos dos ovários, ou ainda, é 14 

realizado o cultivo isolado do folículo. O cultivo in situ tem o objetivo de avaliar a 15 

ativação dos folículos primordiais e posteriormente o crescimento dos folículos 16 

primários. Além de trazer vantagens como praticidade, o cultivo in situ proporciona a 17 

manutenção da integridade dos folículos inclusos nos fragmentos dos ovários e a 18 

interação destes com as células do estroma ovariano (Abir et al., 2006; Silva et al., 19 

2015). Já o cultivo de folículos ovarianos pré-antrais isolados utiliza métodos 20 

mecânicos e/ou enzimáticos para realizar o isolamento dos folículos. Esse sistema 21 

apresenta como vantagem o acompanhamento individual dos folículos durante o 22 

período de cultivo, além de favorecer uma maior manutenção do meio para o folículo 23 

(Abir et al., 2006; Figura 6).  24 
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 1 

Figura 6 – Representação esquemática dos sistemas de cultivo in vitro de folículos 2 

ovarianos pré-antrais. (A) Cultivo bidimensional isolado. (B) Cultivo bidimensional in 3 

situ. (C) Cultivo tridimensional isolado. 4 

Fonte: Adaptado de Green; Shikanov, 2016. 5 

 6 

Outro fator que influencia a capacidade do folículo em responder aos 7 

diversos estímulos é o substrato com que o folículo mantém contato. No sistema 8 

bidimensional, o folículo é cultivado sobre uma placa de cultivo, envolto ou não por 9 

ágar, por compostos da matriz extracelular purificados (colágeno do tipo I, fibronectina 10 

ou matrigel), ou ainda por uma monocamada de células somáticas (CGs, fibroblastos 11 

e outros componentes do tecido ovariano; Figueiredo et al., 2008). No modelo de 12 

sistema tridimensional, o folículo é cultivado no interior do substrato, ou seja, o folículo 13 

fica completamente envolto pelo substrato utilizado, desta forma, o crescimento do 14 

oócito e a proliferação das células da granulosa ocorre de forma radial, iniciando no 15 

centro do folículo. Os substratos mais usados, nesse sistema, são: colágeno do tipo I, 16 

ágar ou polissacarídeo biocompatível, conhecido como hidrogel de alginato (Brito et 17 

al., 2014; Silva et al., 2015; Figura 7).  18 
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 1 

Figura 7 – Comparação dos sistemas de cultivo bidimensional e tridimensional. 2 

Folículos primários isolados no dia 0 (D0), dia 4 (D4) e dia 12 (D12). 3 

Fonte: Adaptado de Green; Shikanov, 2016. 4 

 5 

A composição do meio de cultivo também é fator essencial para 6 

obtenção do sucesso durante o cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais, que 7 

geralmente, tendem a impedir a atresia folicular, através da inclusão de diversas 8 

substâncias, como uma fonte de proteína, antibióticos (penicilina e estreptomicina), 9 

selênio, piruvato, glutamina, fatores de crescimento (IGF, EGF, ativina-A, GDF-9 e 10 

FGFb), hormônios (insulina, FSH, GH e TSH) e esteroides (estradiol, testosterona ou 11 

androstenediona; Rodrigues et al., 2010; Andrade et al., 2012; Leitão et al., 2014). 12 

O Meio Essencial Mínimo (MEM+) é utilizado tanto para o cultivo de 13 

tecido ovariano quanto de folículos pré-antrais isolados (Silva et al., 2004; Matos et 14 

al., 2007; Rossetto et al., 2013). No entanto, quando os folículos ovarianos são 15 

cultivados in vitro, são expostos a grande estresse oxidativo em consequência à 16 

exposição à luz, às elevadas concentrações de oxigênio e às concentrações variáveis 17 

de substratos metabólicos. A adição de antioxidantes ao meio de cultivo pode ser a 18 

chave para proteger os folículos das espécies reativas de oxigênio durante o 19 

desenvolvimento in vitro (Gomes et al., 2018). 20 

A biotécnica do cultivo in vitro é de alta importância para a pesquisa 21 

básica, na elucidação dos mecanismos presentes na fase pré-antral da foliculogênese 22 

e para a reprodução animal (Lima; Santos, 2010; Sánchez; Smitz, 2012), assim como 23 

na reprodução humana, uma vez que muitas mulheres sofrem de doenças que 24 

comprometem direta ou indiretamente a fertilidade. O cultivo in vitro de folículos 25 
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ovarianos pré-antrais ainda não é uma técnica amplamente utilizada na prática devido 1 

aos métodos de desenvolvimento folicular estarem longe de ser perfeitos. No entanto, 2 

o desenvolvimento de um modelo “ideal” de cultivo folicular para investigar a 3 

foliculogênese resultaria em grande aporte de subsídios para a prospecção científica 4 

das biotécnicas reprodutivas nas ciências biomédicas. 5 

 6 

2.7 ESTRESSE OXIDATIVO 7 

 8 

O estresse oxidativo é definido como uma excessiva produção de 9 

espécies reativas de oxigênio (EROs) ou um desequilíbrio causado entre a produção 10 

de EROs e os sistemas de defesa antioxidante (Agarwal et al., 2003). As EROs 11 

presentes em excesso no sistema reprodutivo das fêmeas promovem ações 12 

deletérias, alterações na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares, 13 

formação de produtos citotóxicos, podendo levar à apoptose (Silva et. al., 2011). 14 

Esses radicais estão presentes nos ovários, tuba uterina e embriões, e ainda, de forma 15 

positiva, estão envolvidos em processos fisiológicos responsáveis pela maturação 16 

oocitária, esteroidogênese e nas funções envolvendo o corpo lúteo (Agarwal; Gupta; 17 

Sharma, 2005; Andrade et al., 2010). 18 

Ao longo do cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais as EROs 19 

podem ser geradas pelo metabolismo das células, altas concentrações de oxigênio, 20 

luminosidade do ambiente e manipulação dos fragmentos ovarianos in vitro, 21 

influenciando o metabolismo geral das células. O resultado do excesso de produção 22 

de radicais livres leva a um desequilíbrio no qual uma quantidade excessiva de EROs 23 

é liberada, levando ao estresse oxidativo (Goto et al., 1992; Combelles; Gupta; 24 

Agarwal, 2009; Gomes et al., 2018). 25 

O estresse oxidativo pode afetar o desenvolvimento dos oócitos 26 

durante a maturação in vitro e, o excesso da produção de EROs pelas células da 27 

granulosa causa efeitos deletérios sobre a fecundação dos oócitos e o 28 

desenvolvimento embrionário futuro (Bedaiwy et al., 2004). Devido à ausência de 29 

sofisticados mecanismos de defesa e excessiva produção de EROs durante o cultivo 30 

in vitro de gametas ou embriões, a suplementação do meio com substâncias 31 

antioxidantes passa a ser crucial (Bedaiwy et al., 2004).  32 
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2.7.1 Suplementação do Meio de Cultivo In vitro com Antioxidantes 1 

 2 

O cultivo in vitro resulta em maiores concentrações de oxigênio do 3 

que o ambiente in vivo, levando um aumento das EROs (Luvoni et al., 1996). Apesar 4 

da concentração de oxigênio normalmente usada nas estufas de cultivo in vitro ser de 5 

20% (mesma concentração presente no ar atmosférico), esta é consideravelmente 6 

superior à encontrada na tuba uterina e no útero dos mamíferos (Fischer; Bavister, 7 

1993). Sendo assim, a suplementação do meio de cultivo in vitro se torna essencial. 8 

Tanto o Ácido Ascórbico como o Ácido Alfa Lipóico são substâncias capazes de 9 

promover a diminuição das EROs presentes nas células tanto in vivo como in vitro. 10 

O potencial reprodutivo dos animais é diretamente influenciado pelos 11 

danos causados pelo estresse oxidativo. Os resultados obtidos sobre os benefícios 12 

proporcionados pelos antioxidantes sobre o desenvolvimento folicular, são de extrema 13 

importância para o direcionamento de trabalhos futuros que viabilizem as biotécnicas 14 

reprodutivas economicamente viáveis (Andrade et al., 2010). 15 

 16 

2.7.1.1 Ácido Ascórbico 17 

 18 

O Ácido Ascórbico, também denominado vitamina C ou ascorbato, é 19 

uma vitamina hidrossolúvel que reduz α-tocoferol, peróxidos e as EROs em 20 

superóxido. Possui como uma de suas principais funções a ação antioxidante, 21 

reduzindo os níveis de radicais livres presentes nas células. Este antioxidante se 22 

acumula nos oócitos, células da granulosa, células luteais e nas células da teca 23 

interna. Adicionalmente, é capaz de reduzir os danos causados pelo estresse 24 

oxidativo, resultado do desequilíbrio da produção das EROs presente nas células, 25 

influenciando positivamente o processo de esteroidogênese (Thomas et al., 2001; 26 

Lutsenko et al., 2002). O Ácido Ascórbico também exerce ação benéfica em folículos 27 

ovarianos pré-antrais de camundongos, bovinos, equinos e caprinos (Murray et al., 28 

2001; Thomas et al., 2001; Rossetto et al., 2009; Silva et al., 2011; Andrade et al., 29 

2012; Gomes et al., 2015). 30 

Em concentrações fisiológicas, o Ácido Ascórbico contribui para o 31 

crescimento folicular nos estágios iniciais de desenvolvimento, atua removendo os 32 

radicais livres e protegendo as células foliculares contra os danos causados pelas 33 

EROs (Carr; Frei, 1999). Como já descrito por Thomas et al. (2001), em bovinos, o 34 



38 

Ácido Ascórbico contribui na redução da apoptose de folículos ovarianos pré-antrais, 1 

mantém a sobrevivência e promove o crescimento e ativação de folículos primordiais 2 

caprinos (Rossetto et al., 2009). No entanto, a presença de altas concentrações de 3 

Ácido Ascórbico pode inibir processos fisiológicos do ovário, culminando com uma 4 

degeneração folicular (Murray et al., 2001), devido ao dano oxidativo ao DNA causado 5 

pela presença de íons Fe2+ e Cu2+, que reagem com peróxido de hidrogênio levando 6 

a formação de radicais livres causando danos às células (Li; Schellhorn, 2007). 7 

 8 

2.7.1.2 Ácido Alfa Lipóico 9 

 10 

O Ácido Alfa Lipóico é um composto natural, cofator essencial em 11 

complexos multienzimáticos, que catalisa a descarboxilação dos α-cetoácidos no ciclo 12 

de Krebs (Silva et al., 2011). Este é um antioxidante conhecido pela sua ação em 13 

diversos processos biológicos, atuando diretamente na eliminação das EROs e 14 

quelação de metais (Packer; Witt; Tritschler, 1995). 15 

Diversos benefícios já foram relatados com a suplementação do Ácido 16 

Alfa Lipóico em diversas espécies, mas em quantidades excessivas, o Ácido Alfa 17 

Lipóico pode ser prejudicial para as células foliculares. Talebi et al. (2012) observaram 18 

que a suplementação de 500 µM de Ácido Alfa Lipóico ocasionou um aumento na taxa 19 

de degeneração de folículos ovarianos pré-antrais de ratas. Outros estudos também 20 

relataram que uma exposição prolongada ao Ácido Alfa Lipóico resultou em um 21 

aumento da peroxidação lipídica, danos mitocondriais e ainda uma inibição da síntese 22 

de glicogênio, além de interromper ciclos celulares e provocar a morte celular (Moini; 23 

Packer; Saris, 2002; Marsh et al., 2005; Wenzel; Nickel; Daniel, 2005; Cakatay, 2006). 24 
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3 HIPÓTESE 1 

 2 

A adição de Ácido Ascórbico ou Ácido Alfa Lipóico no meio de cultivo in 3 

vitro de folículos ovarianos pré-antrais bovinos promove o adequado 4 

desenvolvimento dos folículos, mantém a integridade folicular e minimiza o 5 

efeito negativo das espécies reativas de oxigênio.  6 
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4. OBJETIVOS 1 

 2 

4.1 OBJETIVOS GERAL 3 

 4 

Avaliar o efeito da suplementação com Ácido Ascórbico e Ácido 5 

Alfa Lipóico no desenvolvimento e na manutenção da integridade folicular e na 6 

redução do estresse oxidativo em cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-7 

antrais de fêmeas Bos taurus indicus. 8 

 9 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 10 

 11 

- Avaliar o efeito das diferentes concentrações de Ácido Ascórbico (50 12 

e 100 ng/mL) e Ácido Alfa Lipóico (50, 100 e 250 ng/mL), aos 6 e 12 dias de cultivo, 13 

no desenvolvimento e na integridade folicular avaliado por Histologia Clássica; 14 

 15 

- Identificar a capacidade antioxidante do Ácido Ascórbico e Ácido Alfa 16 

Lipóico ao longo do período de cultivo in vitro através das análises de FRAP, TBARS 17 

e NBT.18 
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RESUMO 1 

 2 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento folicular, a integridade 3 
morfológica e o potencial antioxidante de folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas 4 
Bos taurus indicus cultivados in vitro com suplementação de Ácido Ascórbico. Foram 5 
coletados ovários (n=20) provenientes de abatedouro, de fêmeas Bos taurus indicus, 6 
e os mesmos foram fragmentados. Um fragmento escolhido aleatoriamente, de cada 7 
par de ovário, foi fixado em fixador histológico Bouin (controle não cultivado; D0). 8 
Esses fragmentos foram destinados para análise da morfologia e do crescimento 9 
folicular (histologia clássica). Um fragmento escolhido aleatoriamente, de cada par de 10 
ovário (n=5), foi congelado a -80º C (controle não cultivado; D0), para análise do 11 
estresse oxidativo (TBARS, NBT e FRAP). Os demais fragmentos (n=60) foram 12 
cultivados in vitro por 6 (D6) ou 12 (D12) dias, em somente Meio Essencial Mínimo 13 
(MEM+) ou em MEM+ suplementado com 50 ou 100 ng/mL de Ácido Ascórbico, com 14 
uma matriz extracelular de gel de agarose, em estufa a 38,5º C. A cada dois dias, 15 
realizou-se a troca total do meio de cultivo. A suplementação com 100 ng/mL de Ácido 16 
Ascórbico promoveu o desenvolvimento folicular após 6 dias de cultivo in vitro 17 
(33,56%; 49/146; p < 0,0001). Na comparação entre tratamentos, a concentração de 18 
100 ng/mL se mostrou mais eficiente em manter a integridade folicular aos 6 dias de 19 
cultivo (35,33%; 53/150; p < 0,0001) em relação aos demais tratamentos. Após o 20 
período de 6 dias de cultivo in vitro, a adição de 100 ng/mL de Ácido Ascórbico ao 21 
meio de cultivo (10,72 ± 3,41 nmol de TROLOX Eq/mg de proteína) resultou em 22 
atividade antioxidante semelhante, avaliada pelo ensaio de FRAP, quando comparada 23 
ao controle não cultivado (21,27 ± 2,86 nmol de TROLOX Eq/mg de proteína; p ≤ 0,05). 24 
Adicionalmente, não foi observada diferença na produção de radicais livres, pelo 25 
ensaio NBT, e na degradação oxidativa dos lipídeos, pelo ensaio de TBARS, entre os 26 
tratamentos comparados ao tratamento controle não cultivado (D0; p > 0,05). A 27 
suplementação com Ácido Ascórbico do meio de cultivo in vitro de folículos ovarianos 28 
pré-antrais de fêmeas bovinas promoveu o desenvolvimento folicular e a concentração 29 
de 100 ng/mL foi a mais eficiente em manter a integridade folicular, bem como os 30 
níveis de espécies reativas de oxigênio estáveis, após 6 dias de cultivo. 31 
 32 
Palavras-chave: cultivo in vitro de folículos pré-antrais; estresse oxidativo; FRAP: 33 
NBT; TBARS.  34 
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ABSTRACT 1 

 2 

The aim of this work was to evaluate follicular development, morphological integrity 3 
and antioxidant potential of preantral ovarian follicles from Bos taurus indicus females 4 
grown in vitro with Ascorbic Acid supplementation. Ovaries (n=20) were collected from 5 
Bos taurus indicus females, and they were fragmented. A randomly obtained fragment 6 
from each pair of ovaries was fixed in a Bouin fixative (non-cultivated control; D0). 7 
These fragments were intended for analysis of morphology and follicular growth 8 
(classical histology). A randomly obtained fragment from each pair of ovaries (n=5) 9 
was frozen at -80º C (non-cultivated control; D0), for analysis of oxidative stress 10 
(TBARS, NBT and FRAP). The other fragments (n = 60) were cultured in vitro for 6 11 
(D6) or 12 (D12) days, in Minimum Essential Medium (MEM+) or in MEM+ 12 
supplemented with 50 or 100 ng/mL of Ascorbic Acid, with an extracellular matrix of 13 
agarose gel, in an oven at 38.5º C. Every two days, 100% of the culture medium was 14 
replaced. Supplementation with 100 ng/mL of Ascorbic Acid promoted follicular 15 
development after 6 days of in vitro culture (33.56%; 49/146; P < 0.0001). When 16 
comparing treatments, the concentration of 100 ng/mL was more efficient in 17 
maintaining follicular integrity after 6 days of culture (35.33%; 53/150; P < 0.0001) 18 
compared to the other treatments. After a period of 6 days of in vitro culture, the 19 
addition of 100 ng/mL of Ascorbic Acid to the culture medium (10.72 ± 3.41 nmol of 20 
TROLOX Eq/mg of protein) resulted in similar antioxidant activity, assessed by FRAP 21 
assay, when compared to the uncultivated control (21.27 ± 2.86 nmol of TROLOX 22 
Eq/mg protein; P ≤ 0.05). In addition, no significant difference was observed in the 23 
production of free radicals, by the NBT test, and in the oxidative degradation of lipids, 24 
by the TBARS test, between treatments when compared with non-cultivated control 25 
(D0; P > 0.05). The addition of Ascorbic Acid in the in vitro culture medium of preantral 26 
ovarian follicles from bovine females promoted follicular development and the 27 
concentration of 100 ng/mL was the most efficient in maintaining follicular integrity, as 28 
well as the levels of reactive oxygen species stable, after 6 days of cultivation. 29 
 30 
Keywords: in vitro culture of preantral follicles; oxidative stress; FRAP; NBT; TBARS.  31 



58 

INTRODUÇÃO 1 

 2 

Dentre as principais biotécnicas estudadas, a manipulação de oócitos 3 

inclusos em folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) ganha destaque devido ao 4 

crescente interesse em minimizar os efeitos deletérios da atresia folicular e do 5 

estresse oxidativo. Busca-se, assim, desenvolver um sistema capaz de manter o 6 

crescimento folicular e a integridade dos folículos cultivados in vitro, evitando a grande 7 

perda folicular que ocorre in vivo, que é de aproximadamente 99,9% dos folículos 8 

(Matsuda et al., 2012; Araújo et al., 2014; De Sá et al., 2020). 9 

A MOIFOPA vem auxiliando a compreensão de eventos envolvidos 10 

na fase inicial de formação e crescimento dos folículos presentes nos ovários com o 11 

objetivo de desenvolver um ambiente favorável capaz de proporcionar o crescimento 12 

ideal dos folículos ovarianos pré-antrais sob condições in vitro. Visando avaliar os 13 

meios de cultivo, fatores de crescimento, antioxidantes e hormônios que influenciam 14 

o desenvolvimento folicular a utilização de folículos ovarianos pré-antrais, 15 

principalmente de bovinos, equinos, ovinos, caprinos e camundongos, se tornou um 16 

recurso importante para estudos relacionados com a reprodução humana, a fim de 17 

auxiliar em tratamentos de infertilidade e/ou doenças reprodutivas (Araújo et al., 2014; 18 

Gomes et al., 2015; Frydman; Grynberg, 2016; Silva et al., 2017; Bizarro-Silva et al., 19 

2018; Gomes et al., 2018; Max et al., 2018; De Sá et al., 2020). 20 

Outro fator bastante importante no desenvolvimento de um sistema 21 

ideal de cultivo in vitro é a liberação excessiva de espécies reativas de oxigênio 22 

(EROs), resultando no estresse oxidativo (Andrade et al., 2010; Gomes et al., 2015; 23 

2018; De Sá et al., 2020). O resultado desse estresse oxidativo pode ocasionar danos 24 

celulares irreversíveis nas células foliculares e ainda provocar efeitos deletérios no 25 

sistema reprodutor feminino (Andrade et al., 2010). 26 

Em estudos realizados, o Ácido Ascórbico proporcionou melhora da 27 

viabilidade e promoveu a ativação dos folículos primordiais e dos folículos em 28 

crescimento de diversas espécies, cultivados in vitro (Melo et al., 2011; Silva et al., 29 

2011; Andrade et al., 2012). Este antioxidante também atua diretamente na eliminação 30 

de EROs e quelação de metais e ainda, na prevenção de mutações de DNA que são 31 

induzidas por oxidação e na proteção contra a peroxidação lipídica (Barja et al., 1994; 32 

Packer; Witt; Tritschler, 1995; Lutsenko; Cárcamo; Golde, 2002). Entretanto, não há 33 

relatos de estudos utilizando a suplementação de Ácido Ascórbico com uma matriz 34 
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extracelular de gel de agarose no cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais de 1 

fêmeas bovinas para avaliar o desenvolvimento folicular, a integridade morfológica e 2 

o potencial antioxidante dos folículos. 3 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o 4 

desenvolvimento folicular, a integridade morfológica e o potencial antioxidante de 5 

folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas Bos taurus indicus cultivados in vitro com 6 

suplementação de Ácido Ascórbico. 7 

 8 

MATERIAL E MÉTODOS 9 

 10 

A menos que mencionado de outra forma no texto, todos os produtos 11 

químicos utilizados neste experimento foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 12 

MO, EUA). Os ovários utilizados neste experimento foram provenientes de animais de 13 

abatedouro, que foram destinados ao abate comercial seguindo todas as normas 14 

estabelecidas pela Lei nº 1.283 de 18 de dezembro de 1950 que dispõe sobre a 15 

inspeção industrial e sanitária dos produtos de origem animal. 16 

 17 

Obtenção e Processamento dos Ovários 18 

 19 

Para a realização deste estudo foram coletados, de abatedouro 20 

distante 48 Km (40 minutos) do Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal 21 

(ReproA – UEL), ovários (n=20) de fêmeas bovinas cíclicas (n=10), Bos taurus indicus, 22 

da raça Nelore, com escore de condição corporal (ECC) entre 3 e 4 (escala de 0 a 5; 23 

Ayres et al., 2009). Para a análise da morfologia e do desenvolvimento folicular 24 

(histologia clássica) foram destinados dez ovários, assim como para as análises do 25 

estresse oxidativo (TBARS, NBT e FRAP). Todos os processos envolvendo a 26 

fragmentação ovariana foram realizados imediatamente após o abate, antes do 27 

transporte para o laboratório. 28 

Sequencialmente após a coleta, os tecidos adjacentes envolvendo os 29 

ovários foram retirados com o auxílio de uma pinça e bisturi estéreis, com o objetivo 30 

de melhor visualizar a região cortical. Os pares de ovários foram individualmente 31 

lavados em três banhos de solução fisiológica (0,9%; JP Farma, São Paulo, Brasil) e 32 

dois banhos de álcool 70%. Posteriormente, procedeu-se a fragmentação dos ovários 33 

com o auxílio de um punch dermatológico (6 mm; Kolplast, São Paulo, Brasil), estéril 34 
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e descartável, originando fragmentos de aproximadamente 9 mm2. Cada par de ovário 1 

foi fragmentado em sete fragmentos retirados de regiões aleatórias do córtex 2 

ovariano, totalizando 70 fragmentos dos dez pares de ovários. Ainda no abatedouro, 3 

os fragmentos foram lavados em três banhos de solução fisiológica (0,9%; JP Farma, 4 

São Paulo, Brasil) e dois banhos de Meio Essencial Mínimo (MEM+; Gibco BRL, 5 

Rockville, MD, USA; osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2), contidos em uma placa de 6 

24 poços. As soluções de lavagem eram completamente substituídas a cada banho 7 

dos fragmentos de cada par de ovário. Um fragmento de cada par de ovário foi 8 

escolhido aleatoriamente para compor o controle não cultivado (dia 0; D0) das 9 

análises. Para isso, cinco fragmentos destinados à histologia clássica, foram 10 

acondicionados individualmente em tubos do tipo Falcon (15 mL) contendo fixador 11 

histológico Bouin, mantidos por 24 horas até o processamento histológico e cinco 12 

fragmentos foram acondicionados individualmente em microtubos do tipo Eppendorf 13 

(1 mL), mantidos em recipiente térmico (4 º C), que posteriormente foram 14 

armazenados em freezer –80º C até a realização da análise do estresse oxidativo. 15 

Os fragmentos (n=30) destinados à análise da morfologia e 16 

desenvolvimento folicular (histologia clássica) foram acondicionados em tubos do tipo 17 

Falcon (15 mL) contendo MEM+ e antibióticos (100 µL de penicilina e 100 µL de 18 

estreptomicina). Os fragmentos (n=30) destinados à análise do estresse oxidativo, 19 

foram acondicionados em tubos do tipo Eppendorf (1 mL). Todos os fragmentos foram 20 

transportados à temperatura de 4º C até a chegada no laboratório (Figura 1).  21 
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 1 

Figura 1 – Esquema demonstrativo da obtenção e processamento dos ovários no 2 

abatedouro. 3 

 4 

Cultivo In vitro de Folículos Ovarianos Pré-Antrais 5 

 6 

Após a chegada ao laboratório, os fragmentos (n=60) do córtex 7 

ovariano foram acomodados em placas de 24 poços, devidamente identificados, 8 

contendo somente Meio Essencial Mínimo (MEM+) ou MEM+ suplementado com 50 9 

ou 100 ng/mL de Ácido Ascórbico, sobre uma matriz extracelular de gel de agarose 10 

(Agarose Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil), e cultivados por 6 ou 12 dias em 11 

estufa a 38,5º C, atmosfera de 5% de CO2 com ar e umidade saturada (Figura 2). 12 

Para o preparo da matriz extracelular de gel de agarose utilizou-se 3 13 

g de agarose em pó (Agarose Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil) em 200 mL de 14 

água destilada para a obtenção de uma solução na concentração de 1,5% de agarose. 15 

Após a completa diluição, a solução foi submetida à esterilização em autoclave por 15 16 

minutos. Sequencialmente, a solução foi acondicionada em placa do tipo Petri de vidro 17 

estéril, para a solidificação do gel. Ao obter estrutura gelatinosa, a placa foi mantida 18 

em estufa de 37º C por 24 horas para comprovar a esterilidade. Seguidamente, o gel 19 

foi fragmentado em fragmentos de aproximadamente 1 cm3 (Silva et al., 2017), 20 

estabilizado e hidratado com MEM+ durante 24 horas e cada fragmento foi 21 

acondicionado na placa de 24 poços.  22 
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 1 

Figura 2 - Esquema demonstrativo da distribuição dos grupos para os cultivos in vitro 2 

de folículos ovarianos pré-antrais, durante 6 ou 12 dias, para análise da morfologia e 3 

do crescimento folicular e para análise do estresse oxidativo, com diferentes 4 

concentrações de Ácido Ascórbico (AA). 5 

 6 

O MEM+ foi suplementado com ITS (6,25 mg/mL de insulina, 6,25 7 

mg/mL de transferrina e 6,25 mg/mL de selênio), 0,23 mM de piruvato, 2 mM 8 

glutamina, 2 mM de hipoxantina, 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA; Gibco 9 

BRL, Rockville, MD, USA), 20 UI/mL de penicilina e 200 mg/mL de estreptomicina. A 10 

cada dois dias, o meio de cultivo foi totalmente substituído por meio novo. O período 11 

de cultivo utilizado foi baseado em estudos previamente realizados com outras 12 

espécies (Gomes et al., 2015; Figueiredo et al., 2018; Gomes et al., 2018; De Sá et 13 

al., 2020). Os fragmentos foram acondicionados sobre gel de agarose 1,5% (Agarose 14 

Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil). 15 

 16 

Análise da Morfologia e do Crescimento Folicular 17 

 18 

Os folículos ovarianos pré-antrais, cultivados in vitro por 6 ou 12 dias, 19 

foram classificados de acordo com sua fase de desenvolvimento, em folículos 20 

primordiais (contendo uma camada de células da granulosa de formato achatado ao 21 

redor do oócito) ou folículos em desenvolvimento, sendo considerado folículos 22 

primários aqueles que apresentavam uma única camada de células da granulosa de 23 

formato cuboide envolvendo o oócito; ou folículos secundários aqueles folículos que 24 

apresentavam duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cuboide. 25 
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Para avaliar o crescimento folicular, foi realizada a quantificação dos folículos nas 1 

diferentes fases do desenvolvimento (primordiais, primários e secundários) no 2 

tratamento controle não cultivado e após o cultivo in vitro por 6 ou 12 dias, nos 3 

diferentes tratamentos. 4 

Os folículos também foram classificados de acordo com sua 5 

morfologia em folículos íntegros, quando os oócitos se apresentaram com os núcleos 6 

não picnóticos e cercados por células da granulosa organizadas em camadas; ou 7 

folículos degenerados, quando os oócitos se encontraram retraídos com os núcleos 8 

picnóticos, presença de vacúolos citoplasmáticos e cercados por células da granulosa 9 

dispostas de maneira desorganizadas (Figura 3; Búfalo et al., 2016). 10 

Os folículos foram avaliados por tratamentos e tempo de cultivo. As 11 

porcentagens de folículos primordiais, primários e secundários foram calculados após 12 

0, 6 e 12 dias de cultivo. Para evitar a recontagem, os folículos ovarianos pré-antrais 13 

foram contados apenas na secção onde os núcleos dos oócitos foram observados. 14 

 15 

 16 

Figura 3 - Ilustração histológica da morfologia dos folículos ovarianos pré-antrais de 17 

fêmeas Bos taurus indicus corados com Ácido Periódico de Schiff (PAS) e 18 

Hematoxilina. (A) Folículo primordial íntegro; (B) Folículo primário íntegro; (C) Folículo 19 

secundário íntegro; (D) Folículo primordial degenerado (ooócito retraído e presença 20 

de vacúolos citoplasmáticos - setas); (E) Folículo primário degenerado (células da 21 

granulosa desorganizadas - seta); (F) Folículo secundário degenerado (oócito retraído 22 

e células da granulosa desorganizadas - setas).  23 
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Após o período de cultivo, os fragmentos (n=30), foram fixados em 1 

Bouin durante 24 horas e depois mantidos em álcool 70%. Após isso, os fragmentos 2 

foram desidratados em concentrações crescentes de álcool, clarificados e 3 

diafanizados em xilol, embebidos e incluídos em blocos de parafina para realização 4 

dos cortes histológicos. 5 

Cada bloco foi seccionado individualmente a 5 μm de espessura com 6 

intervalo de 10 secções de tecido ovariano, em micrótomo rotativo (Leica®, Wetzlar-7 

Alemanha), para montagem de lâminas histológicas. Antes da coloração, o excesso 8 

de parafina contido nas lâminas foi retirado com xilol e, em seguida, as lâminas foram 9 

reidratadas com álcool 70%. As lâminas foram coradas com Ácido Periódico de Schiff 10 

(PAS) e Hematoxilina. A leitura das lâminas histológicas e a classificação folicular foi 11 

realizada por uma única pessoa usando microscopia óptica em aumento de 10 e 40 12 

vezes (Nikon, Tokyo, Japão). 13 

 14 

Análise do Estresse Oxidativo 15 

 16 

Os fragmentos (n=30), submetidos aos tratamentos com Ácido 17 

Ascórbico ao cultivo in vitro por 6 ou 12 dias, foram posteriormente submetidos à 18 

análise do estresse oxidativo pelos ensaios cinético-colorimétricos de FRAP, TBARS 19 

e NBT, para capacidade do tecido ovariano em resistir aos danos oxidativos, 20 

determinação da peroxidação lipídica e produção de ânion superóxido, 21 

respectivamente. Os ensaios foram realizados conforme anteriormente descrito por 22 

Pinho-Ribeiro et al. (2016). 23 

 24 

Avaliação da atividade antioxidante pelo ensaio de FRAP 25 

 26 

Para o ensaio de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) os 27 

fragmentos ovarianos foram triturados e homogeneizados com solução tampão de 28 

cloreto de potássio (KCl; 500 μL; 1,15%) e centrifugados (1500 rpm) por 10 minutos 29 

(4º C). Sequencialmente, foram adicionados 30 μL de água ultrapura e 150 μL do 30 

reagente de FRAP ao sobrenadante (20 μL) da amostra. 31 

Usando um espectrofotômetro, leitor de microplacas de 96 poços, 32 

realizou-se a leitura da placa com a absorbância de 595 nm (Multiskan GO Thermo 33 

Scientific). Os resultados foram apresentados como nmol equivalente de TROLOX por 34 
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mg de proteína e o que se espera é um aumento da capacidade antioxidante das 1 

amostras avaliadas. 2 

 3 

Avaliação da peroxidação lipídica pelo ensaio de TBARS 4 

 5 

O ensaio de TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) foi 6 

determinado através dos níveis de malondialdeído (MDA), um produto intermediário 7 

de peroxidação lipídica. Para a realização deste ensaio, utilizou-se o homogenato (50 8 

μL) obtido anteriormente no ensaio de FRAP, acondicionado em um microtubo do tipo 9 

Eppendorf (1 mL), com cloreto de ferro (FeCl3; 5 μL), ácido ascórbico (5 μL), ácido 10 

tricloroacético (TCA; 50 μL; 2,8%) e ácido tiobarbitúrico (TBA; 50 μL; 1,0%). 11 

Após a obtenção da mistura, esta foi agitada e mantida em banho-12 

maria (90º C) por 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram resfriadas em banho 13 

de gelo, novamente agitadas por 15 minutos (4º C) e centrifugadas (3000 rpm). O 14 

sobrenadante contido nos microtubos foi distribuído em placas de 96 poços e os níveis 15 

de MDA foram determinados pela diferença obtida entre a absorbância em 535 e 572 16 

nm (Multiskan GO, Thermo Scientific) através de um espectrofotômetro, leitor de 17 

microplacas. Os resultados para o ensaio de TBARS foram apresentados como OD 18 

(Optical Density) por mg de proteína e o que se espera é uma diminuição da 19 

degradação dos lipídeos das amostras avaliadas. 20 

 21 

Avaliação da produção de ânion superóxido pelo ensaio de NBT 22 

 23 

O ensaio de nitroazul de tetrazólio (NBT) foi utilizado para realizar a 24 

mensuração da produção de ânion superóxido, sendo a redução do NBT mensurada 25 

em espectrofotômetro leitor de microplacas a 600 nm (Multiskan GO, Thermo 26 

Scientific). O homogenato (50 μL) foi adicionado ao NBT (100 μL; 1 mg/mL) em placas 27 

de 96 poços. Após o período de incubação (15 minutos), todas as amostras foram 28 

descartadas da placa e sequencialmente foi adicionado hidróxido de potássio (KOH; 29 

120 μL) e dimetilsulfóxido (DMSO; 120 μL). Os resultados foram apresentados como 30 

OD por mg de proteína e o que se espera é uma diminuição da produção de radicais 31 

livres das amostras avaliadas.  32 
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Análise Estatística 1 

 2 

A proporção de folículos íntegros foi estabelecida a partir da 3 

quantidade total de folículos avaliados (íntegros e degenerados) em cada estágio de 4 

desenvolvimento e para cada tratamento. Diferenças entre as proporções de folículos 5 

primordiais e em desenvolvimento (primário e secundário), para cada tratamento 6 

(controle cultivado e diferentes concentrações de Ácido Ascórbico nos diferentes 7 

tempos), foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado e/ou teste Exato de Fisher. Na 8 

ocorrência de um efeito significativo, as proporções foram comparadas por um teste 9 

de proporção 2x2 para se estabelecer o ranking entre os tratamentos. Para a análise 10 

descritiva, os dados foram apresentados como porcentagem (%). Todas as análises 11 

foram realizadas no programa estatístico Minitab® 18.1.1. Os dados das análises de 12 

estresse oxidativo foram submetidos à ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, 13 

utilizando o software GraphPad Prism 7.0. Os valores foram considerados 14 

significativos quando p ≤ 0,05. 15 

 16 

RESULTADOS 17 

 18 

Análise da Morfologia e do Crescimento Folicular 19 

 20 

A suplementação com 100 ng/mL de Ácido Ascórbico, durante 6 dias 21 

de cultivo in vitro, promoveu a melhor proporção de desenvolvimento folicular 22 

(35,33%; 53/150; p < 0,0001) quando comparado com os demais tratamentos (Figura 23 

4). 24 

Com relação à integridade folicular, o uso de 100 ng/mL de Ácido 25 

Ascórbico também favoreceu uma maior proporção de folículos íntegros em 26 

desenvolvimento (33,56%; 49/146; p < 0,0001), após 6 dias de cultivo, quando 27 

comparado com os demais tratamentos (Tabela 1). 28 
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Figura 4 - Proporção de folículos ovarianos pré-antrais totais, classificados como íntegros, de fragmentos do córtex ovariano, de 

fêmeas Bos taurus indicus, cultivados por 6 (D6) ou 12 (D12) dias em Meio Essencial Mínimo (MEM+) suplementado com diferentes 

concentrações (50 ou 100 ng/mL) de Ácido Ascórbico (AA). 

Letras minúsculas diferentes (a-e) significa diferença (p < 0,05) entre os tratamentos. 
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Tabela 1 - Porcentagem de folículos ovarianos pré-antrais íntegros, primordiais e em 1 

desenvolvimento, avaliados após o cultivo in vitro de fragmentos do cortéx ovariano 2 

de fêmeas Bos taurus indicus, cultivados por 6 (D6) ou 12 (D12) dias com Meio 3 

Essencial Mínimo (MEM+) suplementado com diferentes concentrações (50 ou 100 4 

ng/mL) de Ácido Ascórbico (AA). 5 

 6 

Tratamentos Primordial 

% (n/N) 

Desenvolvimento 

% (n/N) 

Controle Não Cultivado (D0) 75,27 ª (70/93) 45,61 a (26/57) 

Controle 

Cultivado 

MEM D6 

MEM D12 

AA 50 D6 

AA 50 D12 

AA 100 D6 

AA 100 D12 

 

0 c (0/7) 9,09 e (13/143) 

33,33 b (9/27) 21,14 d (26/123) 

 

Ácido 

Ascórbico 

20,00 bc (1/5) 15,86 d (23/145) 

18,75 bc (3/16) 23,88 cd (32/134) 

100 ª (4/4) 33,56 ab (49/146) 

0 (0/0) 30,67 bc (46/150) 

Valor de p <0,0001 <0,0001 

Letras minúsculas diferentes (a-e), na mesma coluna, significa diferença (p < 0,05) entre os 7 

tratamentos. 8 

 9 

Análise de Estresse Oxidativo 10 

 11 

Nos períodos avaliados, 6 e 12 dias de cultivo, não foi observada 12 

diferença nos parâmetros de estresse oxidativo entre o grupo controle cultivado 13 

(MEM+) e controle não cultivado (D0). Após o período de 6 dias de cultivo in vitro, 14 

apenas a concentração de 50 ng/mL (6,27 ± 2,68 nmol de TROLOX Eq/mg de 15 

proteína) de Ácido Ascórbico apresentou diminuição (p ≤ 0,05) da capacidade 16 

antioxidante avaliada pelo ensaio de FRAP quando comparada ao controle não 17 

cultivado (21,27 ± 2,86 nmol de TROLOX Eq/mg de proteína). Após 12 dias de cultivo, 18 

não houve diferença (p > 0,05) nos níveis de FRAP entre nenhum dos grupos 19 

avaliados. O que se espera é um aumento da capacidade antioxidante das amostras 20 

avaliadas pelo ensaio de FRAP (Figura 5).  21 
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 1 

Figura 5 – Efeito da suplementação com Ácido Ascórbico (MEM+, 50 ou 100 ng/mL) 2 

sobre a capacidade de resistir aos danos oxidativos, através da habilidade da redução 3 

do ferro (FRAP), do tecido ovariano após cultivo in vitro de 6 ou 12 dias. 4 

*Difere do controle não cultivado (D0). 5 

 6 

Com relação à produção de ânions superóxido, avaliada pelo ensaio 7 

NBT, não foi observada diferença significativa (p > 0,05) entre os tratamentos 8 

suplementados com diferentes concentrações de Ácido Ascórbico e o grupo controle 9 

na produção de radicais livres aos 6 e aos 12 dias de cultivo in vitro. O que se espera 10 

é uma diminuição da produção de radicais livres das amostras avaliadas pelo ensaio 11 

de NBT. (Figura 6).  12 
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 1 

Figura 6 - Efeito da suplementação com Ácido Ascórbico (MEM+, 50 ou 100 ng/mL) 2 

sobre a produção de ânion superóxido (NBT) após cultivo in vitro de 6 ou 12 dias. 3 

 4 

Ao avaliarmos a degradação oxidativa dos lipídeos, pelo ensaio de 5 

TBARS (média ± EPM), também não observamos diferença (p > 0,05) entre os 6 

tratamentos suplementados com diferentes concentrações de Ácido Ascórbico e o 7 

grupo controle aos 6 e aos 12 dias de cultivo in vitro. O que se espera é uma 8 

diminuição da degradação dos lipídeos das amostras avaliadas pelo ensaio de TBARS 9 

(Figura 7). 10 

 11 

 12 

Figura 7 - Efeito da suplementação com Ácido Ascórbico (MEM+, 50 ou 100 ng/mL) 13 

sobre a peroxidação lipídica (TBARS) após cultivo in vitro de 6 ou 12 dias.  14 
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DISCUSSÃO 1 

 2 

Neste estudo, ao compararmos a proporção total de folículos 3 

ovarianos pré-antrais, observou-se que a suplementação do Meio Essencial Mínimo 4 

(MEM+) com 100 ng/mL de Ácido Ascórbico, aos 6 dias de cultivo, proporcionou 5 

melhores condições para o desenvolvimento dos folículos ovarianos pré-antrais 6 

bovinos em relação aos demais tratamentos cultivados. Além disso, a suplementação 7 

com 100 ng/mL de Ácido Ascórbico também favoreceu o aumento da proporção de 8 

folículos íntegros quando comparado às demais concentrações testadas. Até onde 9 

sabemos, este é um dos poucos estudos em que se utiliza uma matriz extracelular a 10 

base de gel de agarose durante o cultivo in vitro para avaliação do desenvolvimento 11 

folicular e da integridade de folículos ovarianos pré-antrais de ovários de fêmeas 12 

bovinas obtidos de abatedouro, bem como, para avaliar o estresse oxidativo com a 13 

suplementação de Ácido Ascórbico ao longo de 12 dias de cultivo in vitro. 14 

Em um estudo realizado com cultivo in vitro de 8 dias, houve efeito 15 

positivo ao suplementar com 50 µg/mL de Ácido Ascórbico o meio de cultivo de 16 

folículos ovarianos provenientes de fêmeas bovinas. Os autores relatam a ativação e 17 

o crescimento de folículos ovarianos nos estágios iniciais de desenvolvimento 18 

folicular, bem como a preservação da viabilidade e integridade folicular e o estímulo 19 

de proliferação das células da granulosa (Andrade et al., 2012), corroborando com os 20 

resultados encontrados em nosso estudo. Thomas et al. (2001) também relataram, ao 21 

realizarem o cultivo in vitro com folículos ovarianos isolados de fêmeas bovinas, que 22 

a suplementação com Ácido Ascórbico promoveu a manutenção da integridade e 23 

sobrevivência folicular após cultivo in vitro por 12 dias com meio suplementado com 24 

50 µg/mL. Para a espécie equina, Gomes et al. (2015) relataram que ao suplementar 25 

o meio de cultivo in vitro com 100 µg/mL (79,5%), por 6 dias de cultivo, o Ácido 26 

Ascórbico foi capaz de promover o desenvolvimento dos folículos de ovários obtidos 27 

de abatedouro, assim como em nosso estudo realizado com ovários de fêmeas 28 

bovinas. 29 

O Ácido Ascórbico se acumula nos oócitos, células da granulosa, 30 

células luteais e da teca interna, dando origem ao ascorbato, um radical livre bastante 31 

estável, diminuindo significativamente os danos causados pelas espécies reativas de 32 

oxigênio (Thomas et al., 2001; Lutsenko; Cárcamo; Golde, 2002) e em concentrações 33 

fisiológicas, os antioxidantes possuem a função de proteger as células dos danos 34 
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causados pelas EROs. 1 

Embora em nosso modelo não tenha sido observado, pelos 2 

parâmetros avaliados, aumento do estresse oxidativo pós-cultivo, foi possível 3 

observar que a suplementação com Ácido Ascórbico manteve os níveis de EROs 4 

estáveis ao longo do período. Ao suplementarmos o meio de cultivo com Ácido 5 

Ascórbico, observamos que este antioxidante exerceu ação benéfica sobre os 6 

folículos ovarianos pré-antrais cultivados in vitro, como já relatado por outros autores 7 

para camundongos, bovinos, equinos e caprinos (Murray et al., 2001; Thomas et al., 8 

2001; Rossetto et al., 2009; Silva et al., 2011; Andrade et al., 2012; Gomes et al., 9 

2015). 10 

A fim de proporcionar um ambiente equilibrado para promover o 11 

adequado desenvolvimento in vitro e reduzir os níveis das espécies reativas de 12 

oxigênio produzidas pelo sistema, este experimento identificou a melhor concentração 13 

de Ácido Ascórbico (100 ng/mL) no melhor tempo (6 dias) de cultivo in vitro de folículos 14 

ovarianos pré-antrais de fêmeas Bos taurus indicus. O potencial reprodutivo destas 15 

fêmeas é diretamente influenciado pelos danos causados pelo estresse oxidativo, 16 

resultado do desequilíbrio da produção de espécies reativas de oxigênio presente nas 17 

células; o Ácido Ascórbico é capaz de reduzir esses danos (Thomas et al., 2001; 18 

Lutsenko; Cárcamo; Golde, 2002). 19 

Além disso, dependendo do tempo de cultivo, a suplementação de 20 

Ácido Ascórbico pode ser útil ou não ao meio de cultivo in vitro. O Ácido Ascórbico 21 

promoveu efeitos positivos no desenvolvimento e na manutenção da integridade dos 22 

folículos cultivados ao longo de 6 dias. É esperado que uma maior quantidade de 23 

EROs seja produzida aos 12 dias de cultivo, quando comparado com 6 dias de cultivo, 24 

possivelmente devido ao tempo prolongado de cultivo. Levando todos esses fatores 25 

em consideração, sugerimos que a suplementação com Ácido Ascórbico e, ainda, a 26 

associação com outros antioxidantes, podem variar de acordo com a concentração e 27 

período de cultivo testados. Os resultados obtidos sobre os benefícios proporcionados 28 

pelo antioxidante Ácido Ascórbico sobre o cultivo são de extrema importância para o 29 

direcionamento de futuros trabalhos que viabilizem o uso dessa biotécnica de forma 30 

rotineira no Brasil.  31 
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CONCLUSÃO 1 

 2 

Em conclusão, a suplementação com Ácido Ascórbico no meio de 3 

cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais promoveu melhores condições para o 4 

desenvolvimento folicular e a concentração de 100 ng/mL, após 6 dias de cultivo, foi 5 

a mais eficiente em manter a integridade folicular, bem como os níveis de espécies 6 

reativas de oxigênio estáveis. 7 
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RESUMO 1 

 2 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento folicular, a integridade 3 
morfológica e o potencial antioxidante de folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas 4 
Bos taurus indicus cultivados in vitro com suplementação de Ácido Alfa Lipóico. 5 
Ovários (n=24) de fêmeas Bos taurus indicus (n=12), provenientes de abatedouro, 6 
foram coletados e fragmentados. Um fragmento, de cada par de ovário, foi escolhido 7 
aleatoriamente e fixado em Bouin (controle não cultivado; D0). Esses foram 8 
destinados para histologia clássica (morfologia e avaliação do crescimento folicular); 9 
e um fragmento, de cada par de ovário, foi congelado a -80º C (controle não cultivado; 10 
D0), atribuído para análise do estresse oxidativo (TBARS, NBT e FRAP). Os demais 11 
fragmentos foram cultivados in vitro, por 6 (D6) ou 12 (D12) dias, contendo somente 12 
Meio Essencial Mínimo (MEM+) ou MEM+ suplementado com 50, 100 ou 250 ng/mL 13 
de Ácido Alfa Lipóico, sobre uma matriz extracelular de gel de agarose, em estufa a 14 
38,5º C. A cada dois dias, efetuou-se a troca total do meio de cultivo. Na comparação 15 
entre os tratamentos, a suplementação com 100 ng/mL se mostrou mais eficiente em 16 
manter a integridade folicular após 6 dias de cultivo (primordial: 51,28%; p < 0,0001; 17 
desenvolvimento: 36,88%; p < 0,0001). Não houve diferença (p > 0,05), pelo ensaio 18 
NBT e TBARS, entre os tratamentos comparando-os ao tratamento controle não 19 
cultivado (D0). Assim, a suplementação do meio de cultivo in vitro de folículos 20 
ovarianos pré-antrais bovinos com a concentração de 100 ng/mL de Ácido Alfa Lipóico 21 
após 6 dias de cultivo foi a mais eficiente em conservar a integridade folicular e, após 22 
6 dias, manter os níveis de espécies reativas de oxigênio estáveis. 23 
 24 

Palavras-chave: antioxidantes; bovino; cultivo in vitro de folículos pré-antrais; Nelore; 25 
EROs.  26 
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ABSTRACT 1 

 2 

The aim of this work was to evaluate follicular development, morphological integrity 3 
and antioxidant potential of preantral ovarian follicles from Bos taurus indicus females 4 
grown in vitro with Alpha Lipoic Acid supplementation. Ovaries (n=24) of Bos taurus 5 
indicus (n=12) females were collected in a slaughter and fragmented. A randomly 6 
obtained fragment from each pair of ovaries was fixed in a Bouin (non-cultivated 7 
control; D0). These fragments were intended for classical histology (morphology and 8 
evaluation of follicular growth); and a fragment from each pair of ovaries was frozen at 9 
-80º C (non-cultivated control; D0), assigned for analysis of oxidative stress (TBARS, 10 
NBT and FRAP). The remaining fragments were cultured in vitro, for 6 (D6) or 12 (D12) 11 
days, containing only Minimum Essential Medium (MEM+) or MEM+ supplemented with 12 
Alpha Lipoic Acid (50, 100 or 250 ng/mL), on an extracellular matrix of agarose gel, in 13 
an oven at 38.5º C. Every two days, 100% of the culture medium was replaced. The 14 
supplementation with 100 ng/mL was more efficient in maintaining follicular integrity 15 
after 6 days of culture (primordial: 51.28%; P < 0.0001; development: 36.88%; P < 16 
0.0001). There was no difference (P > 0.05) between treatments compared to the non-17 
cultivated control treatment (D0), using the NBT and TBARS assay. Thus, 18 
supplementation of the in vitro culture medium of bovine preantral ovarian follicles with 19 
a concentration of 100 ng/mL of Alpha Lipoic Acid at 6 days of culture was the most 20 
efficient in maintaining follicular integrity and, after 6 days, maintaining the levels of 21 
reactive oxygen species stable. 22 
 23 
Keywords: antioxidants; bovine; in vitro culture of preantral follicles; Nelore; ROS.  24 
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INTRODUÇÃO 1 

 2 

A recuperação de folículos ovarianos bovinos na fase pré-antral 3 

tornou-se um importante recurso para a reprodução humana, aplicado a pacientes 4 

com alterações de fertilidade ou com afecções reprodutivas (Frydman; Grynberg, 5 

2016). Estima-se que durante a fase fetal ocorra a formação de aproximadamente 6 

235.000 folículos por ovário para a espécie bovina (Silva-Santos et al., 2011). No 7 

entanto, a grande maioria (99,9%) desse estoque de folículos acaba culminando em 8 

atresia (Matsuda et al., 2012). Devido ao interesse em minimizar o processo de atresia 9 

e os seus efeitos deletérios, busca-se desenvolver um sistema de cultivo in vitro, que 10 

mantenha o crescimento folicular e permita o melhor aproveitamento da reserva 11 

folicular (Araújo et al., 2014; Hatzirodos et al., 2014). 12 

O desenvolvimento de condições de cultivo in vitro é essencial para a 13 

melhor compreensão da foliculogênese em animais, como bovinos, caprinos e 14 

murinos, sendo modelo para as biotécnicas aplicadas à reprodução humana 15 

(Langbeen et al., 2015; Green; Shikanov, 2016; De Sá et al., 2020). Na busca pelas 16 

melhores condições de cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais, diversos 17 

fatores têm sido investigados, como fatores de crescimento, antioxidantes e 18 

hormônios, que podem auxiliar no desenvolvimento e crescimento folicular satisfatório 19 

(Araújo et al., 2014; Gomes et al., 2015; Silva et al., 2017; Bizarro-Silva et al., 2018; 20 

Gomes et. al., 2018; Max et al., 2018). 21 

Outro fator relevante relacionado à biotécnica de cultivo in vitro de 22 

folículos ovarianos pré-antrais refere-se à produção e liberação de radicais livres em 23 

excesso, repercutindo no estresse oxidativo, nos danos celulares e efeitos deletérios 24 

no aparelho reprodutor feminino (Andrade et al., 2010). Neste contexto, a produção 25 

excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs), resultado do estresse oxidativo, 26 

gera um grande volume de radicais livres presentes nas células (Andrade et al., 2010; 27 

Silva et al., 2011; Gomes et al., 2018). Assim, a suplementação com Ácido Alfa Lipóico 28 

nos meios de cultivos in vitro poderia promover um ambiente de desenvolvimento 29 

ideal, considerando que o mesmo é um antioxidante conhecido pela sua ação em 30 

processos biológicos, atuando diretamente na eliminação das EROs e quelação de 31 

metais (Packer; Witt; Tritschler, 1995), além de ser um cofator essencial em 32 

complexos multienzimáticos, que catalisa a descarboxilação dos α-cetoácidos no ciclo 33 

de Krebs (Silva et al., 2011). 34 
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Ainda não há relatos de estudos utilizando a suplementação com 1 

Ácido Alfa Lipóico adicionado de uma matriz extracelular de gel de agarose no cultivo 2 

in vitro de folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas bovinas para avaliar o 3 

desenvolvimento folicular, a integridade morfológica e o potencial antioxidante. 4 

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento folicular, a integridade 5 

morfológica e o potencial antioxidante de folículos ovarianos pré-antrais de fêmeas 6 

Bos taurus indicus, cultivados in vitro e suplementados com o antioxidante Ácido Alfa 7 

Lipóico no meio de cultivo. 8 

 9 

MATERIAL E MÉTODOS 10 

 11 

Os produtos químicos utilizados neste experimento foram adquiridos 12 

da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), a menos que indicado de outra forma no texto. 13 

Os ovários utilizados neste experimento foram provenientes de fêmeas bovinas 14 

oriundas de abatedouro, destinadas ao abate comercial, seguindo todas as normas 15 

estabelecidas pela Lei nº 1.283 de 18 de dezembro de 1950 que dispõe sobre a 16 

inspeção industrial e sanitária dos produtos de origem animal. 17 

 18 

Obtenção e Processamento dos Ovários 19 

 20 

Ovários (n=24) de fêmeas bovinas (n=12) adultas, Bos taurus indicus, 21 

da raça Nelore, cíclicas e com escore de condição corporal (ECC) variando de 3 e 4 22 

(escala de 0 a 5; Ayres et al., 2009), foram coletados e processados em abatedouro, 23 

distante 48 Km (40 minutos) do Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal 24 

(Figura 1).  25 
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 1 

Figura 1 - Esquema demonstrativo da obtenção dos ovários no abatedouro. 2 

 3 

Imediatamente após o abate, cada par de ovário foi lavado 4 

separadamente em três lavagens de solução fisiológica a 0,9% (JP Farma, São Paulo, 5 

Brasil) e duas lavagens de álcool 70%. Os pares de ovários foram fragmentados com 6 

o auxílio de um punch dermatológico estéril e descartável (6 mm; Kolplast, São Paulo, 7 

Brasil), originando fragmentos de aproximadamente 9 mm2. Foram obtidos nove 8 

fragmentos de cada par de ovário de regiões aleatórias do córtex ovariano, totalizando 9 

108 fragmentos. Na sequência, os fragmentos obtidos foram submetidos a três 10 

lavagens com solução fisiológica a 0,9% (JP Farma, São Paulo, Brasil) e duas 11 

lavagens com Meio Essencial Mínimo (MEM+; Gibco BRL, Rockville, MD, USA; 12 

osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2) contidos em placa de 24 poços. Os fragmentos 13 

do controle não cultivado (D0) foram acondicionados em um tubo do tipo Falcon (15 14 

mL) contendo fixador Bouin. Tais fragmentos destinaram-se para análise da 15 

morfologia e do crescimento folicular; e um fragmento, de cada par de ovário, foi 16 

escolhido aleatoriamente e acondicionado em microtubo do tipo Eppendorf (1 mL), 17 

mantido em recipiente térmico a 4° C, caracterizando o tratamento controle não 18 

cultivado (dia 0; D0), para as análises do estresse oxidativo. Todos os fragmentos 19 

foram transportados à temperatura de 4º C, até a chegada no laboratório.  20 
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Cultivo In vitro de Folículos Ovarianos Pré-Antrais 1 

 2 

Os cultivos in vitro foram realizados separadamente para a análise da 3 

morfologia e crescimento folicular e para as análises do estresse oxidativo. Os 4 

fragmentos (n=96) do córtex ovariano foram cultivados individualmente em placas de 5 

24 poços contendo somente MEM+ ou MEM+ suplementado com Ácido Alfa Lipóico, 6 

compondo os seguintes tratamentos: MEM+, 50, 100 ou 250 ng/mL, sobre gel de 7 

agarose (Agarose Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil), em estufa a 38,5º C, numa 8 

atmosfera de 5% de CO2 com ar e umidade saturada. O meio base do cultivo 9 

constituiu-se de MEM+ suplementado com ITS (6,25 mg/mL de insulina, 6,25 mg/mL 10 

de transferrina e 6,25 mg/mL de selênio), 0,23 mM de piruvato, 2 mM glutamina, 2 mM 11 

de hipoxantina, 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA; Gibco BRL, Rockville, 12 

MD, USA), 20 UI/mL de penicilina e 200 mg/mL de estreptomicina. 13 

Para o preparo da matriz extracelular de gel de agarose utilizou-se 3 14 

g de agarose em pó (Agarose Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil) em 200 mL de 15 

água destilada para a obtenção de uma solução na concentração de 1,5% de agarose. 16 

Após a completa diluição, a solução foi submetida à esterilização em autoclave por 15 17 

minutos. Sequencialmente, a solução foi acondicionada em placa do tipo Petri, de 18 

vidro estéril, para a solidificação do gel. Ao obter estrutura gelatinosa, a placa foi 19 

mantida em estufa de 37º C por 24 horas para comprovar a esterilidade. 20 

Seguidamente, após completar as 24 horas em condições estéreis, o gel foi 21 

fragmentado em fragmentos de aproximadamente 1 cm3 (Silva et al., 2017) e cada 22 

fragmento foi acondicionado na placa de 24 poços. 23 

Para cada concentração de Ácido Alfa Lipóico, fragmentos do córtex 24 

ovariano de cada animal foram cultivados por 6 (D6) ou 12 (D12) dias (Figura 2). A 25 

cada dois dias, o meio de cultivo era totalmente substituído por meio novo. O período 26 

de cultivo utilizado foi baseado em estudos previamente realizados (Figueiredo et al., 27 

2018; Gomes et al., 2018; De Sá et al., 2020).  28 
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 1 

Figura 2 - Esquema ilustrando os grupos destinados ao cultivo in vitro de folículos 2 

ovarianos pré-antrais, com a suplementação de Ácido Alfa Lipóico (ALA), atribuídos 3 

para a análise da morfologia e do crescimento folicular tanto quanto para as análises 4 

do estresse oxidativo. 5 

 6 

Análise da Morfologia e do Crescimento Folicular 7 

 8 

Para a análise da morfologia e do crescimento folicular, os fragmentos 9 

do córtex ovariano (n=54) que integravam o controle não cultivado (D0) e os 10 

tratamentos cultivados durante 6 (D6) ou 12 (D12) dias foram fixados em Bouin 11 

durante 24 horas e mantidos em álcool 70%. Após a fixação, os fragmentos foram 12 

desidratados em concentrações crescentes de álcool, clarificados e diafanizados em 13 

xilol, embebidos e incluídos em blocos de parafina para realização dos cortes 14 

histológicos. 15 

Cada bloco foi seccionado individualmente a 5 μm de espessura com 16 

intervalo de 10 secções de tecido ovariano, em micrótomo rotativo (Leica®, Wetzlar-17 

Alemanha), para montagem de lâminas histológicas. Antes da coloração, o excesso 18 

de parafina contido nas lâminas foi retirado com xilol e, em seguida, as lâminas foram 19 

reidratadas com álcool 70%. As lâminas foram coradas com Ácido Periódico de Schiff 20 

(PAS) e Hematoxilina. 21 

Todas as secções foram examinadas usando microscopia óptica em 22 

aumento de 10 e 40 vezes (Nikon, Tokyo, Japão). Os folículos ovarianos pré-antrais 23 
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foram classificados, de acordo com sua fase de desenvolvimento, em primordial 1 

(contendo uma camada de células da granulosa, de formato achatado, ao redor do 2 

oócito), ou em desenvolvimento, sendo considerado primário aqueles que 3 

apresentavam uma única camada de células da granulosa de formato cuboide, 4 

envolvendo o oócito; ou secundário, aqueles folículos que apresentavam duas ou mais 5 

camadas de células da granulosa de formato cuboide. Para avaliar o crescimento 6 

folicular, foi realizada a quantificação dos folículos nas diferentes fases do 7 

desenvolvimento (primordiais, primários e secundários) no tratamento controle não 8 

cultivado e após 6 ou 12 dias de cultivo in vitro nos diferentes tratamentos. 9 

Os folículos também foram classificados de acordo com sua 10 

morfologia em íntegros, quando o oócito apresentou núcleo não picnótico e cercado 11 

por células da granulosa organizadas em camadas; ou degenerados, quando o oócito 12 

se encontrou retraído com núcleo picnótico, presença de vacúolos citoplasmáticos e 13 

cercado por células da granulosa dispostas de maneira desorganizada (Búfalo et al., 14 

2016; Figura 3).  15 
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 1 

Figura 3 – Ilustração histológica da morfologia dos folículos ovarianos pré-antrais 2 

antrais de fêmeas Bos taurus indicus corados com Ácido Periódico de Schiff (PAS) e 3 

Hematoxilina. (A) Folículo primordial íntegro (40x); (B) Folículo primário íntegro (40x); 4 

(C) Folículos secundários íntegros (10x); (D) Folículo primordial degenerado (ooócito 5 

retraído e células da granulosa desorganizadas - seta; 40x); (E) Folículo primário 6 

degenerado (oócito retraído e núcleo picnótico - seta; 40x); (F) Folículo secundário 7 

degenerado (oócito retraído e células da granulosa desorganizadas - seta; 40x). 8 

 9 

Os folículos foram avaliados por tratamentos e duração do tempo de 10 

cultivo. As porcentagens de folículos primordiais, primários e secundários foram 11 

calculadas após 0, 6 e 12 dias de cultivo. Para evitar a contagem repetida, os folículos 12 

ovarianos pré-antrais foram contados apenas na secção onde o núcleo do oócito foi 13 

observado. 14 

 15 

Análise do Estresse Oxidativo 16 

 17 

Após o período de cultivo in vitro, os fragmentos (n=54) foram 18 

analisados através de ensaios cinético-colorimétricos para determinação da 19 

peroxidação lipídica (TBARS) e produção de ânion superóxido (NBT). Também foi 20 

avaliada a capacidade do tecido ovariano em resistir aos danos oxidativos através da 21 

habilidade da redução do ferro (FRAP), conforme descrito por Pinho-Ribeiro et al. 22 

(2016).  23 
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Avaliação da atividade antioxidante pelo ensaio de FRAP 1 

 2 

A capacidade do tecido ovariano de suportar o dano oxidativo foi 3 

determinada pelas propriedades de redução férrica (FRAP; Ferric Reducing 4 

Antioxidant Power). O método FRAP determinou a redução férrica de 2,4,6-tripiridil-s-5 

triazina (TPTZ) para um produto colorido. A reação detectou compostos com potencial 6 

redox < 0,7 (o potencial redox do Fe+3 TPTZ) e o poder redutor foi relacionado com o 7 

grau de hidroxilação e extensão de conjugação em polifenóis. 8 

Os fragmentos ovarianos foram triturados e homogeneizados com 9 

500 μL de solução tampão de cloreto de potássio (KCl) a 1,15%, centrifugadas a 1500 10 

rpm por 10 minutos a 4º C. Foi adicionado 30 μL de água ultrapura e 150 μL do 11 

reagente de FRAP juntamente com 20 μL do sobrenadante da amostra. A absorbância 12 

do ensaio foi medida a 595 nm (Multiskan GO Thermo Scientific) usando um 13 

espectrofotômetro leitor de microplacas. Os resultados foram apresentados como 14 

nmol equivalente de TROLOX por mg de proteína e o que se espera é um aumento 15 

da capacidade antioxidante das amostras avaliadas. 16 

 17 

Avaliação da peroxidação lipídica pelo ensaio de TBARS 18 

 19 

A peroxidação lipídica foi medida pelo ensaio TBARS (Thiobarbituric 20 

Acid Reactive Substances). Utilizou-se 50 μL do homogenato obtido anteriormente, 21 

para a avaliação da atividade antioxidante pelo ensaio de FRAP, acondicionado em 22 

microtubo do tipo Eppendorf (1 mL) juntamente com 5 μL de cloreto de ferro (FeCl3), 23 

5 μL de ácido ascórbico, 50 μL de ácido tricloroacético (TCA) a 2,8% e 50 μL de ácido 24 

tiobarbitúrico (TBA) a 1,0%. A mistura foi agitada e mantida em banho maria por 15 25 

minutos a 90º C. As amostras foram resfriadas em banho de gelo e submetidas a nova 26 

agitação e centrifugação a 3000 rpm, por 15 minutos a 4º C. O sobrenadante foi 27 

retirado (100 μL) do microtubo do tipo Eppendorf e pipetado em placas de 96 poços. 28 

Os níveis de malondialdeído (MDA), um produto intermediário de 29 

peroxidação lipídica, foram determinados nas amostras pela diferença entre a 30 

absorbância em 535 e 572 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific) usando um 31 

espectrofotômetro leitor de microplacas. Os resultados foram apresentados como OD 32 

(Optical Density) por mg de proteína e o que se espera é uma diminuição da 33 

degradação dos lipídeos das amostras avaliadas.  34 
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Avaliação da produção de ânion superóxido pelo ensaio de NBT 1 

 2 

A mensuração da produção de ânion superóxido foi realizada 3 

utilizando o ensaio de nitroazul de tetrazólio (NBT). Incubou-se 50 μL do homogenato 4 

com 100 μL de NBT (1 mg/mL) em placa de 96 poços, durante 15 minutos. Todas as 5 

amostras foram retiradas da placa e foi adicionado 120 μL de hidróxido de potássio 6 

(KOH) e 120 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). A redução do NBT foi medida a 600 nm 7 

(Multiskan GO, Thermo Scientific) usando um leitor espectrofotômetro de microplacas. 8 

Os resultados foram apresentados como OD por mg de proteína e o que se espera é 9 

uma diminuição da produção de radicais livres das amostras avaliadas. 10 

 11 

Análise Estatística 12 

 13 

A proporção de folículos íntegros foi estabelecida a partir da 14 

quantidade total de folículos avaliados (íntegros e degenerados) em cada estágio de 15 

desenvolvimento e para cada tratamento. Diferenças entre as proporções de folículos 16 

primordiais e em desenvolvimento (primário e secundário), para cada tratamento 17 

(controle cultivado e diferentes concentrações de Ácido Alfa Lipóico nos diferentes 18 

tempos), foram analisadas pelo teste de Qui-Quadrado e/ou teste Exato de Fisher. Na 19 

ocorrência de um efeito significativo, as proporções foram comparadas por um teste 20 

de proporção 2x2 para se estabelecer o ranking entre os tratamentos. Para análise 21 

descritiva, os dados estão apresentados como porcentagem (%). Todas as análises 22 

foram realizadas no programa estatístico Minitab® 18.1.1. Para a análise do estresse 23 

oxidativo os dados foram submetidos à ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Os 24 

valores foram considerados significativos quando p ≤ 0,05. 25 

 26 

RESULTADOS 27 

 28 

Análise da Morfologia e do Crescimento Folicular 29 

 30 

Ao avaliarmos o desenvolvimento folicular, a suplementação com 100 31 

ng/mL de Ácido Alfa Lipóico, em 6 dias de cultivo, apresentou o melhor resultado 32 

(40,00%; 72/180) em relação aos demais tratamentos. A mesma concentração aos 12 33 

dias de cultivo também apresentou um bom desempenho (31,11%; 56/180); apesar 34 
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da semelhança com o grupo 50 D12 (25,56%; 46/180), o grupo 100 D6 foi superior a 1 

todos os demais grupos. A proporção total de folículos ovarianos pré-antrais totais 2 

está demonstrada na figura 4. 3 

Com relação à integridade folicular, excluindo o controle não cultivado 4 

(D0; primordial: 83,64%; 92/110; desenvolvimento: 71,43%; 50/70; p < 0,0001), a 5 

suplementação com 100 ng/mL aos 6 dias de cultivo apresentou o melhor resultado, 6 

tanto para folículos primordiais (51,28%; 20/39; p < 0,0001) quanto para folículos em 7 

desenvolvimento (36,88%; 52/141; p < 0,0001) em relação aos demais tratamentos. 8 

A proporção de folículos ovarianos pré-antrais íntegros está demonstrada na tabela 1. 9 
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Figura 4 – Proporção de folículos ovarianos pré-antrais totais, classificados como íntegros, de fragmentos do córtex ovariano, de 

fêmeas Bos taurus indicus cultivados in vitro por 6 (D6) ou 12 (D12) dias em Meio Essencial Mínimo (MEM+) suplementado com 

diferentes concentrações (50, 100 ou 250 ng/mL) de Ácido Alfa Lipóico (ALA). 

Letras minúsculas diferentes (a-f) significa diferença (p < 0,05) entre os tratamentos.
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Tabela 1 – Porcentagem de folículos ovarianos pré-antrais íntegros, primordiais e em 1 

desenvolvimento, avaliados após o cultivo in vitro de fragmentos do córtex ovariano 2 

de fêmeas Bos taurus indicus, cultivado por 6 (D6) ou 12 (D12) dias com Meio 3 

Essencial Mínimo (MEM+) suplementado com diferentes concentrações (50, 100 ou 4 

250 ng/mL) de Ácido Alfa Lipóico (ALA). 5 

 6 

Tratamentos Primordial 

% (n/N) 

Desenvolvimento 

% (n/N) 

Controle Não Cultivado (D0) 83,64 a (92/110) 71,43 a (50/70) 

Controle 

Cultivado 

MEM D6 

MEM D12 

ALA 50 D6 

ALA 50 D12 

ALA 100 D6 

ALA 100 D12 

ALA 250 D6 

ALA 250 D12 

26,98 c (17/63) 10,26 fg (12/117) 

24,24 c (8/33) 12,24 efg (18/147) 

 

Ácido Alfa 

Lipóico 

24,14 c (7/29) 18,54 def (28/151) 

20,83 c (5/24) 26,28 cd (41/156) 

51,28 b (20/39) 36,88 b (52/141) 

33,33 bc (8/24) 30,77 bc (48/156) 

21,43 c (9/42) 19,57 de (27/138) 

20,00 c (2/10) 7,65 g (13/170) 

Valor de p  < 0,0001 < 0,0001 

Letras minúsculas diferentes (a-g), na mesma coluna, significa diferença (p < 0,05) entre os 7 

tratamentos. 8 

 9 

Análise de Estresse Oxidativo 10 

 11 

Após o período de 6 e 12 dias de cultivo in vitro, as amostras de tecido 12 

ovariano apresentaram diminuição da capacidade antioxidante avaliada pelo ensaio 13 

de FRAP (média ± EPM), quando comparadas ao controle não cultivado (D0), exceto 14 

os tratamentos suplementados com 100 e 250 ng/mL de Ácido Alfa Lipóico aos 6 dias 15 

de cultivo (44,78 ± 6,17 nmol de TROLOX Eq/mg de proteína; 36,91 ± 7,62 nmol de 16 

TROLOX Eq/mg de proteína, respectivamente; p ≤ 0,05). Os resultados encontrados 17 

pelo ensaio de FRAP estão representados na figura 5 e o que se espera é um aumento 18 

da capacidade antioxidante das amostras avaliadas.  19 
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 1 

Figura 5 – Efeito da suplementação com Ácido Alfa Lipóico (MEM+, 50, 100 ou 250 2 

ng/mL) sobre a capacidade do tecido ovariano em resistir aos danos oxidativos através 3 

da habilidade da redução do ferro (FRAP) após cultivo in vitro de 6 ou 12 dias. 4 

* Diferem do controle não cultivado (D0). 5 

 6 

Por outro lado, não foi observada diferença (p > 0,05) na produção de 7 

ânions superóxido pelo ensaio NBT entre os tratamentos com a suplementação de 8 

Ácido Alfa Lipóico. O que se espera é uma diminuição da produção de radicais livres 9 

das amostras avaliadas (Figura 6). 10 

 11 

 12 

Figura 6 - Efeito da suplementação com Ácido Alfa Lipóico (MEM+, 50, 100 ou 250 13 

ng/mL) sobre a produção de ânion superóxido (NBT) após cultivo in vitro de 6 ou 12 14 

dias.  15 
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Ao avaliarmos a degradação oxidativa dos lipídeos, pelo ensaio de 1 

TBARS, que considera a peroxidação lipídica, também observamos que não houve 2 

diferença (p > 0,05) entre os tratamentos quando comparado ao tratamento controle 3 

não cultivado (D0; Figura 7) O que se espera é uma diminuição da degradação lipídica 4 

das amostras avaliadas. 5 

 6 

 7 

Figura 7 - Efeito da suplementação com Ácido Alfa Lipóico (MEM+, 50, 100 ou 250 8 

ng/mL) sobre a peroxidação lipídica (TBARS) após cultivo in vitro de 6 ou 12 dias. 9 

 10 

DISCUSSÃO 11 

 12 

No presente estudo foi observado que a suplementação do meio de 13 

cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais bovinos com a concentração de 100 14 

ng/mL de Ácido Alfa Lipóico foi a mais eficiente em manter a integridade folicular, bem 15 

como manter os níveis de EROs estáveis ao longo de 12 dias de cultivo in vitro. Este 16 

é um dos poucos estudos em que utilizou o cultivo in vitro adicionado de uma matriz 17 

extracelular a base de agarose para avaliação do desenvolvimento e da integridade 18 

de folículos ovarianos pré-antrais, bem como, para avaliar o estresse oxidativo. 19 

Ao observarmos a integridade folicular notamos que a suplementação 20 

de 100 ng/mL de Ácido Alfa Lipóico se mostrou eficiente em manter a integridade dos 21 

folículos cultivados após 6 ou 12 dias de cultivo in vitro. Corroborando com os nossos 22 

resultados, Zoheir et al. (2017), em um estudo realizado com folículos ovarianos pré-23 

antrais de bovinos, observaram que a suplementação do meio de cultivo com Ácido 24 
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Alfa Lipóico (250 e 500 µM), ao longo de 15 dias, também promoveu o aumento do 1 

desenvolvimento e do crescimento folicular. Gomes et al. (2018) também observaram 2 

efeitos positivos sobre a preservação da morfologia e da integridade folicular com a 3 

suplementação de Ácido Alfa Lipóico (50 e 100 µM) em cultivo in vitro de folículos 4 

ovarianos pré-antrais de equinos, durante 2 dias de cultivo, corroborando com os 5 

nossos resultados acerca da integridade folicular. 6 

Considerando que o estresse oxidativo é um evento muito comum 7 

durante o cultivo in vitro, no presente estudo não foi observada a produção de radicais 8 

livres em nenhum dos períodos e concentrações de Ácido Alfa Lipóico testadas. Não 9 

houve diferença entre controle não cultivado (D0), controle cultivado (MEM+) e os 10 

tratamentos (50, 100 e 250 ng/mL) avaliados pelos ensaios de NBT (produção de 11 

ânion superóxido) e TBARS (peroxidação lipídica). 12 

O aumento na proporção de folículos em desenvolvimento, bem como 13 

a diminuição do estresse oxidativo, também foi relatado em estudo realizado com 14 

folículos ovarianos pré-antrais de ratas suplementando o meio de cultivo com 100 µM 15 

de Ácido Alfa Lipóico, por um período de 12 dias (Hatami et al., 2014). Em 16 

concentrações fisiológicas, os antioxidantes protegem as células contra os diferentes 17 

danos causados pelo estresse oxidativo. As EROs são geradas tanto pelo 18 

metabolismo das células, como por diversos fatores externos, tais como, altas 19 

concentrações de oxigênio, luminosidade do ambiente e manipulação dos fragmentos 20 

ovarianos in vitro, influenciando o metabolismo geral das células. O resultado do 21 

excesso de produção de radicais livres leva a um desequilíbrio no qual uma 22 

quantidade excessiva de EROs é liberada, levando ao estresse oxidativo (Goto et al., 23 

1992; Combelles; Gupta; Agarwal, 2009; Gomes et al., 2018), fator pelo qual 24 

decidimos suplementar o meio de cultivo com Ácido Alfa Lipóico, visando diminuir o 25 

estresse oxidativo causado pelas EROs. 26 

A produção de EROs in vivo é um subproduto da cadeia respiratória 27 

das mitocôndrias, equilibrado pela presença fisiológica de antioxidantes nas células 28 

(Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Agarwal; Gupta; Sikka, 2006). As baixas 29 

concentrações de EROs podem ser positivas tanto para a maturação como para 30 

competência e desenvolvimento dos oócitos (Halliwell; Gutteridge, 1988; Blondin; 31 

Coenen; Sirard, 1997). Neste contexto, a suplementação do meio de cultivo com Ácido 32 

Alfa Lipóico busca melhorar as condições de cultivo in vitro. Desta forma, os resultados 33 

deste estudo contribuirão para o aprimoramento do sistema de cultivo in vitro de 34 
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folículos ovarianos pré-antrais na espécie bovina, além de contribuir para um melhor 1 

controle do estresse oxidativo. 2 

Sabendo da importância de um ambiente equilibrado para promover 3 

o adequado desenvolvimento in vitro, o objetivo deste experimento foi identificar a 4 

melhor concentração de Ácido Alfa Lipóico (100 ng/mL) no cultivo in vitro de folículos 5 

ovarianos pré-antrais de fêmeas Bos taurus indicus. Diversos benefícios já foram 6 

relatados com a suplementação do Ácido Alfa Lipóico para outras espécies, mas em 7 

quantidades excessivas, o Ácido Alfa Lipóico pode ser prejudicial para as células 8 

foliculares. Talebi et al. (2012) observaram que a concentração de 500 µM de Ácido 9 

Alfa Lipóico ocasionou um aumento na taxa de degeneração de folículos ovarianos 10 

pré-antrais de ratas. Outros estudos também relatam que uma exposição prolongada 11 

ao Ácido Alfa Lipóico resulta em um aumento da peroxidação lipídica, danos 12 

mitocondriais e ainda uma inibição da síntese de glicogênio, além de interromper 13 

ciclos celulares e provocar a morte celular (Moini; Packer; Saris, 2002; Marsh et al., 14 

2005; Wenzel; Nickel; Daniel, 2005; Cakatay, 2006). Dessa forma, ajustes nas 15 

concentrações de Ácido Alfa Lipóico e no período de cultivo podem ser necessários 16 

para melhorar a integridade folicular e a capacidade antioxidante dos folículos em 17 

cultivos de longo prazo. Para isso, buscamos compreender melhor a foliculogênese e 18 

os distúrbios reprodutivos associados à infertilidade animal e humana. 19 

 20 

CONCLUSÃO 21 

 22 

Em conclusão, a suplementação do meio de cultivo in vitro de folículos 23 

ovarianos pré-antrais com a concentração de 100 ng/mL de Ácido Alfa Lipóico, após 24 

6 dias de cultivo, foi a mais eficiente em promover o desenvolvimento folicular, manter 25 

a integridade folicular, bem como manter os níveis de espécies reativas de oxigênio 26 

estáveis. 27 
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7 CONCLUSÕES GERAIS 1 

 2 

Os resultados obtidos nos permitem concluir que: 3 

 4 

- Folículos ovarianos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos 5 

bovinos, provenientes de abatedouro, podem ser cultivados in vitro ao longo de 6 dias, 6 

com meio suplementado com antioxidantes (Ácido Ascórbico ou Ácido Alfa Lipóico), 7 

sem comprometimento da integridade e do desenvolvimento folicular; 8 

 9 

- A suplementação do meio de cultivo in vitro de folículos ovarianos 10 

pré-antrais com Ácido Ascórbico, promoveu o desenvolvimento de folículos ovarianos 11 

pré-antrais e a concentração de 100 ng/mL, após 6 dias de cultivo in vitro, foi eficiente 12 

em manter a integridade folicular, bem como manter os níveis de EROs estáveis, 13 

minimizando parte dos impactos ocasionados pelo estresse oxidativo; 14 

 15 

- A suplementação do meio de cultivo in vitro de folículos ovarianos 16 

pré-antrais, com Ácido Alfa Lipóico, com a concentração de 100 ng/mL, após 6 dias 17 

de cultivo in vitro, foi eficiente em manter a integridade folicular, bem como manter os 18 

níveis de EROs estáveis, minimizando parte dos impactos ocasionados pelo estresse 19 

oxidativo. 20 

 21 

Os resultados obtidos sobre os benefícios proporcionados pelos 22 

antioxidantes são de extrema importância para o direcionamento de futuros trabalhos 23 

que viabilizem o uso dessa biotécnica de forma rotineira no Brasil. Desta forma, é 24 

imprescindível que mais estudos sejam realizados visando aprimorar cada vez mais o 25 

sistema de cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais, na espécie bovina, e 26 

responder as questões sobressalentes sobre o estresse oxidativo, especialmente no 27 

que diz respeito ao sistema reprodutor feminino. 28 
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Abstract 

 
The purpose of this study was to evaluate the efficiency of two-dimensional and three- 

dimensional systems for the in vitro culture of preantral follicles from bovine species. 

The fragments were obtained from a local slaughterhouse and were randomly distributed 
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Antral follicle count (AFC) is an important reproductive characteristic in cattle. 

AFC positively influenced the pregnancy rate in Girolando cow. 

Girolando cow with high AFC had better IVEP success rates than those with low AFC. 

 

 

Abstract 

 
This study aimed to evaluate the potential of Girolando (Bos taurus × Bos indicus) cows with high and 

low antral follicle counts (AFC) for the in vitro production of bovine embryos (IVEP), as well as the 

pregnancy rates of the recipients of these embryos. Girolando cows (Bos taurus × Bos indicus) were 

classified as high and low AFC when they had 35-52 (n = 13) and 11-17 follicles (n = 15), respectively. 

All animals were subjected to repeated follicular aspiration [Ovum pick-up (OPU)] and subsequent 

IVEP sessions. The synchronization protocol of the recipients was performed on a random day of the 

estrous cycle (Day 0) with the implantation of progesterone, estradiol benzoate, and prostaglandin. The 

high AFC group had higher aspirated oocyte/OPU (42.6 ± 5.2 vs. 14.6 ± 1.9; p < 0.01) and cultured 

oocyte/OPU (38.1 ± 6.6 vs. 12.3 ± 2.8; p < 0.01) averages as well as a higher blastocyst percentage on 

D7 (23.0 ± 1.0% vs. 18.4 ± 1.5%; p < 0.05) and higher pregnancy rate (42.7 ± 2.7% vs. 39.7 ± 4.6%; p 

< 0.05) than the low AFC group. Thus, we can conclude that animals with high AFC had better IVEP 

success rates than animals with low AFC. 

Key words: AFC. OPU. Embryo production. Bos taurus × Bos indicus. 
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A B S T R A C T   
 

Among the reproductive biotechnologies, in vitro embryo production (IVEP) is an important tool for 

multiplying genetic material of superior merit. Recently, the number of embryos produced and trans- 

ferred in vitro became significantly higher than that produced in vivo worldwide. In this context, the 

enhancement was attributable to ovum pick-up (OPU). With the advent of genomic technology, shortened 

breeding intervals, and increased selection accuracy, IVEP has attracted increasing attention for com - 

mercial use. The IVEP technique is well-established, but the embryo production rate has reached a 

plateau at 30e40%. Despite constant advances, the OPU/IVEP programs face some challenges that hinder 

the efficient application of the technique. Previous studies have shown that the quantity and quality of 

aspirated oocytes are essential factors for successful IVEP. This paper presents a brief overview of al - 

ternatives that can be employed to improve the process-seeking methods that assist in the recovery of 

better-quality oocytes and higher competence in OPU to improve embryo production. These strategies 

include using follicular wave synchronization prior to OPU, employing the influence of antral follicle 

populations, using the pre-OPU gonadotrophic stimulus and applying non-hormonal methods for 

selecting female donors. 

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved. 

 

 

 
1. Introduction 

 
The development and use of biotechnology are indispensable for 

increasing reproductive efficiency. In this context, in vitro embryo 

production (IVEP) is a useful tool when performing the selection and 

breeding of genetically superior animals  [1].  The  number of  in 

vitro-produced embryos has grown exponentially worldwide in 

recent years. According to the International Embryo Technology 

Society e IETS (2017), for the first time, the number of embryos 

produced in vitro was significantly higher compared to the number 
of embryos produced in vivo worldwide (Fig. 1) [2]. 

Currently, genomic analysis significantly affects IVF programs 

[1]. With the rise of genomics, IVF has become a considerably more 

powerful tool in genetic improvement. Genomic selection has 

revolutionized the breeding of livestock, increased selection accu- 

racy, and shortened the breeding interval [3]. This tool has been 
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successfully used to optimize the collection and use of  gametes from 

pre-pubertal females and males, aiming at more accurate 

measurement of genetic merit for young animals [3]. Moreover, 

genomic analysis can be used to evaluate the quality and viability of 

oocytes and embryos before transfer procedures [4]. In addition, the 

use of RNA-seq analysis in embryos from different culture 

conditions directs efforts to improve current culture media in IVEP 

[1]. 

However, despite constant advances in IVF, the blastocyst rate 

rarely exceeds 40e50% [5], which is highly similar to that obtained 

in the years 1990e2000 [1]. Thus, laboratories and companies have 

been seeking strategies that serve to improve and  optimize  methods 

to use IVF in large-scale programs. 

The quality of the oocyte is the central factor interfering with 

embryo production and is a potential explanation for the limited 

success rates of OPU/IVEP [5]. During OPU, oocytes are recovered on 

random days of the estrous cycle; therefore, there are follicles at 

different stages of development [6]. Consequently, more than 85% of 

aspirated ovarian follicles have some degree of atresia [7]. In this 

context, follicular wave synchronization prior to OPU was recently 

observed to improve the embryo production rates, as well as the 
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Resumen 
Las biotécnicas reproductivas han colaborado mucho para el mejoramiento de los rodeos. El progreso genéti- 
co logrado por generación en la especie bovina es acelerado a medida que la eficiencia reproductiva aumenta 
con el uso de técnicas como la inseminación artificial (IA) y la producción in vitro de embriones (PIVE). Así, 
la selección de hembras con mejor fertilidad para ser incluidas en programas reproductivos ha sido cada vez 
más cuidadosa y el recuento de folículos antrales (RFA) se ha convertido en una herramienta auxiliar en esta 
evaluación. Diversos trabajos vienen demostrando que el RFA está asociado a índices que reflejan fertilidad, 
teniendo la ventaja de ser un parámetro de alta repetibilidad a lo largo de la vida del animal. Sin embargo, se 
han reportado datos controvertidos al considerar diferentes subespecies y biotécnicas. En general, las hembras 
Bos taurus con alto RFA son consideradas más fértiles, no obstante, estudios más recientes demostraron que 
al monitorear la vida reproductiva de estos animales por un período mayor, se observó un mejor desempeño 
para aquellas de bajo RFA. De la misma manera, en Bos indicus, mientras que en la PIVE se evidencia una 
ventaja cuantitativa en la tasa de producción embrionaria para aquellas hembras que tienen alto RFA, fue 
descripto por algunos grupos de investigación que en la IA, la mayor tasa de preñez fue alcanzada en hem- 
bras con bajo RFA. De esta forma, aún es necesario elucidar mejor diversas cuestiones que interfieren en el 
uso del RFA como un parámetro reproductivo a ser aplicado en el campo. Entre estos factores se destaca el 
efecto del escore corporal y de la ganancia de peso, fase gestacional, momento de la onda de crecimiento foli- 
cular en el desarrollo del ovocito incluido en los folículos, patrones de clasificación del RFA, además de aspec- 
tos epigenéticos y de la foliculogénesis de cada subespecie. En definitiva, a pesar de que el uso del RFA como 
una herramienta auxiliar en la evaluación de la fertilidad en hembras puede ser importante, nuevos estudios 
vienen demostrando que ese parámetro no es algo tan consolidado y establecido, por lo que es necesario con- 
siderar los diversos aspectos que pueden interferir en el RFA, así como en la eficiencia de los programas repro- 
ductivos en bovinos. 
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Resumo 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotécnica que se consolidou nos últimos anos e seu uso em 

bovinos continua a expandir-se, especialmente no Brasil. A facilidade em obter oócitos e as características do rebanho 

brasileiro foram determinantes para este crescimento. É conhecido que animais Bos taurus indicus e Bos taurus taurus 

possuem diferenças fisiológicas, metabólicas, endócrinas e comportamentais que impactam diretamente a reprodução. 

Além disso, a contagem de folículos antrais (CFA) é um parâmetro conhecidamente repetível no indivíduo, mas seu 

impacto na reprodução das fêmeas ainda não está completamente elucidado, especialmente considerando suas 

interações com a subespécie. O objetivo da presente revisão é destacar os mecanismos pelos quais estas características 

influenciam o rendimento e aplicabilidade da produção in vitro de embriões bovinos. 

 

Palavras-chave: Bos indicus, Bos taurus, contagem de folículos antrais, produção in vitro de embriões. 

 

Abstract 

 

In vitro embryo production (IVP) is a well stablished biotechnic, and its use in bovines is still expanding, 

especially in Brazil. The facility to obtain oocytes associated to the breed characteristics of the Brazilian herd were 

decisive for this expansion. It is known that the physiology, metabolism, endocrinal system and behavior are different 

for Bos taurus indicus and Bos taurus taurus animals, and these differences may impact directly on the characteristics 

of reproduction of these animals. Furthermore, the antral follicle count (AFC) is known to present high repeatability 

on the same female, but its impact on the female reproduction remains unclear, either in the interaction between AFC 

and subspecies. The aim of this review is to highlight the mechanisms through which the AFC and subspecies may 

influence the income and feasibility of bovine in vitro embryo production. 

Keywords: antral follicle count, Bos indicus, Bos taurus, in vitro embryo production. 

Introdução 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE), a partir de 1995, obteve uma grande expansão, com destaque para 

o Brasil que figura hoje como um dos países mais importantes no mercado mundial de embriões (Hasler, 2014). São 

produzidos no mundo, cerca de 666 mil embriões pelo método in vitro, dos quais 346 mil são produzidos no Brasil 

(IETS, 2017). 

Estudos recentes têm demonstrado a influência das características da doadora na qualidade dos oócitos 

obtidos, alterando significativamente os resultados da técnica (Batista et al., 2016). Ireland et al. (2007) observaram 

uma maior quantidade de oócitos recuperados e número de embriões produzidos a partir de doadoras com alta CFA 

quando comparada com aquelas de baixa CFA. Outros estudos também demonstram vantagens quantitativas da alta 

CFA para a produção de embriões, estudando individualmente animais Bos taurus (Ireland et al., 2007, 2009; Mossa 

et al., 2012) animais Bos indicus (Santos et al., 2016) ou seus cruzamentos (Pontes et al., 2010). Neste contexto, esta 

revisão visa discutir a influência da CFA de fêmeas bovinas, das subespécies Bos taurus indicus e Bos taurus  taurus, 

sobre a produção e a qualidade de embriões produzidos in vitro. 

 

A produção de embriões bovinos ao longo dos anos 

 

A partir de 2005, a produção mundial de embriões alcançou números recordes, e pela primeira vez, em 2015, 

a produção in vitro de embriões bovinos superou a produção in vivo (IETS, 2016), reflexo do crescimento expressivo 

do uso da técnica de aspiração folicular guiada por ultrassom (Ovum Pick-Up - OPU) associada as técnicas de 

maturação, fertilização e cultivo in vitro, especialmente na América do Sul. 

A América do Norte lidera hoje a produção mundial de embriões obtidos in vivo. Por outro lado, na produção 

in vitro de embriões obtidos a partir da OPU, o Brasil se destaca como líder mundial (IETS, 2016, 2017). O país teve 

um crescimento histórico a partir de 1998 com a utilização das técnicas de OPU e PIVE associadas, 
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RESUMO 

A progesterona (P4) é um dos principais hormônios responsáveis pela ciclicidade reprodutiva e atua na 

manutenção da gestação em vacas. Esse hormônio caracteriza-se pela rápida metabolização, o que leva a 

necessidade de disponibilizá-lo de forma lenta a fim de mimetizar sua liberação fisiológica. Diferentes dispositivos 

de liberação dos progestágenos associados à aplicação de ésteres de estrógeno são utilizados com frequência em 

protocolos para sincronizar as ondas foliculares e ovulação. Entre os dispositivos liberadores de progestágenos, o 

mais utilizado é o intravaginal, sendo disponíveis outras alternativas de dispositivos como o auricular, oral, 

injetável e o adesivo transdérmico. Dessa forma, conhecer as alternativas de implantes de P4 é importante para 

garantir a eficiência dos protocolos reprodutivos, assim como o bem-estar animal e o desenvolvimento de novos 

dispositivos de P4. O objetivo dessa revisão é descrever as principais alternativas de implantes de progesterona 

utilizados na inseminação artificial em tempo fixo (IATF) bem como suas vantagens e desvantagens. 

Palavras chaves: biotecnologia; dispositivos de progesterona; reprodução animal; IATF. 

 
 

ABSTRACT 

The Progesterone (P4) is one of the main hormones for the recovery of reproductive energy and acts in 

the maintenance of pregnancy in cows. This hormone is characterized by rapid metabolism, which makes it 

necessary for the availability of slow form to mimic its physiological release. Different progestogen releasing 
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ABSTRACT 
 

The dairy sector plays an important role in global socioeconomic scenarios. However, world milk 
production experienced a modest growth rate of only 0.5% during 2017, a smaller increase than 
any time in the last decade. Therefore, the more effective application of biotechniques related to 
bovine reproduction is an alternative to support the large-scale production of dairy cattle. Among 
the different reproductive biotechnologies, embryo transfer (ET) maximizes the reproduction of the 
herd through improved genetics and the ability to guarantee the birth of a greater number of 
females. In general, embryos are more resistant to thermal stress compared to gametes, 
representing an advantage over the application of biotechniques such as artificial insemination (AI) 
and fixed-time artificial insemination (FTAI). Thus, ET together with the benefits from the application 
of sexed semen and in vitro embryo production (IVEP) are some of the main strategies for the 
necessary modifications that aim to improve the dairy cattle sector. This review summarizes the 
main advantages of embryo transfer biotechnology for increasing reproductive efficiency and 
production in dairy cattle. 

 

Keywords: Bos taurus taurus, bovine embryo transfer, reproductive biotechniques 
 

RESUMEN 
 

El sector lácteo tiene un papel importante en el escenario socioeconómico global. Sin embargo, la 
producción mundial de leche experimentó una tasa de crecimiento moderada del 0,5% durante 
2017, lo que representó un aumento menor en comparación con el logrado en la ÚLtima década. 
En vista de esto, la aplicación más efectiva de biotecnologías relacionadas con la reproducción 
bovina es una alternativa para apoyar la producción de ganado lechero a gran escala. Entre las 
diferentes   biotecnologías   reproductivas,   la   transferencia   de   embriones   (TE)   maximiza   la 
reproducción  del  rebaño,  con  un  alto  beneficio  genético,  al  mismo  tiempo  que  garantiza  el 
nacimiento de un mayor NÚmero de hembras. En general, el embrión es más resistente al estrés 
térmico en comparación con los gametos, lo que representa una ventaja sobre la aplicación de 
biotécnicas como la inseminación artificial IA e inseminación artificial en tiempo fijo  - IATF, por 
ejemplo. Por lo tanto, la TE junto con los beneficios generados por la aplicación de semen sexado 
y  la  producción  in  vitro  de  embriones  (PIVE)  son  algunas  de  las  estrategias  clave  para  las 
modificaciones  necesarias  para  la  mejora  en  la  producción  lechera.  Esta  revisión  resume  las 
principales ventajas de la biotecnología de transferencia de embriones para aumentar los aspectos 
reproductivos y la producción en el ganado lechero. 

Palabras clave: Bos taurus taurus, bovino, transferencia de embriones, biotécnicas reproductivas. 
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Abstract 

 

The aim of this study was to compare the cell 

proliferation rate of follicles from Bos taurus indicus 

females with different antral follicle counts (AFCs). 

Thirty pairs of ovaries were classified as having low (≤ 

31 follicles), intermediate (≥ 46 and ≤ 76 follicles) or high 

AFC (≥ 91 follicles). The ovaries were cut into 1 x 1 x 

0.3 cm fragments, fixed in 10% buffered formalin 

solution and subjected to immunohistochemical analysis 

for proliferating cell nuclear antigen (PCNA). PCNA 

detection was detected in all stages of follicular 

development, being 1,388 (82.23%) primordial, 197 

(11.67%) primary, 29 (1.72%) secondary and 74 (4.83%) 

antral follicles. The PCNA detection rate was higher (P ≤ 

0.05) for antral and secondary follicles in ovaries with 

intermediate and low AFCs. This study showed that 

higher PCNA at early stages of follicular growth is 

detected in animals with high AFC, whereas a higher 

PCNA is seen in secondary and antral follicles of animals 

with low AFC. 

 

Keywords: bovine, follicular development, 

immunohistochemistry, ovaries, PCNA. 

 

Introduction 

 

studies have revealed different patterns in Zebu cattle. 

When comparing pregnancy rates after artificial 

insemination, Bos taurus indicus cows with low AFCs 

presented better results, while females with high AFCs 

showed lower pregnancy rates (Santos et al., 2012, 2013; 

Morotti et al., 2014; Santos et al., 2016). 

Considering the contrast between practical 

aspects, such as pregnancy rates, described in those 

reports, it would be interesting to evaluate the 

physiological mechanisms of  ovarian  activity according 

to the AFC. Proliferating cell  nuclear  antigen (PCNA) 

is a protein that plays an essential role in regulating 

cellular functions  of  eukaryotic  organisms (Strzalka et 

al., 2015). It is well established that the PCNA is a marker  

for  cellular  proliferation and is associated with DNA 

synthesis in all eukaryotic species that include Bos taurus 

indicus (Strzalka and Ziemienowicz, 2007; Sun et al., 

2012). In this way, the investigation of PCNA activity on 

follicular activity in cattle ovaries should contribute to 

clarify the controversial aspects mentioned above, mainly 

in Bos indicus females. 

Therefore, the aim of this study was to evaluate 

the cell proliferation of follicles from Bos taurus indicus 

females with a low, intermediate or high antral follicle 

count. 

 

The antral follicle count (AFC) is a remarkable 

reproductive feature that can be determined quickly and 

accurately. Therefore, after an ultrasound examination, 

females can be classified into groups defined in number 

 

 
Ovaries 

Material and methods 

by a low, intermediate or high antral follicles Some 

studies have been proposed to elucidate the influence of 

AFC on the fertility of cows because the number of antral 

follicles in the same animal is highly repeatable (Burns et 

al., 2005; Ireland et al., 2007, 2008, 2009; Silva-Santos 

et al., 2014). The AFC in Bos taurus is directly correlated 

with the ovarian follicular reserve (Ireland et al., 2011), 

but this relationship has not been fully elucidated in Bos 

taurus indicus females. Bos taurus indicus females have 

a higher population of antral follicles than Bos taurus 

(Batista et al., 2014), generating a greater number of 

viable oocytes (Pontes et al., 2011). 

Mossa et al. (2012) reported that Bos taurus 

cows with low AFCs have lower fertility than  those with 

high AFCs. In addition, they reported a positive 

correlation between high AFC, and better reproductive 

efficiency in several aspects studied. However, recent 

Ovaries (n = 60) from cyclic (presence of corpus luteum) 

Nelore (Bos taurus indicus) cows (n = 30), 72 to 96 

months of age, with a body condition score (BCS) from 

4 to 4.5 (scale of 1 to 5; Lowman et al., 1976) were 

obtained from a local slaughterhouse (latitude 23° 17’ 

34” S and longitude 51° 10’ 24” W), and transported to 

the laboratory within 20 minutes. The ovaries were 

placed in pairs, separated by animal, and transported in 

an insulated box with NaCl 0.9% solution at 30°C. At the 

laboratory, each pair of ovaries was placed in a container 

with NaCl 0.9% solution, and the AFC was assessed by 

the same operator using a real-time B-  mode ultrasound 

scanner (Scanner 200 Vet; Pie Medical, Maastricht, The 

Netherlands). All antral follicles (≥ 2 mm in diameter) 

were identified and counted. Considering the AFC 

average and standard deviations, each pair of ovaries was 

classified into one of three groups: low (≤ 31 follicles , n 

= 6), intermediate 

 
 

1Corresponding author: mseneda@uel.br 

Phone: +55(43)3371-5622 

Fax: +55(43)3371-4063. 



107 

 

DOI: 10.21451/1984-3143-2017-AR928 

Anim. Reprod., v.15, n.1, p.17-22, Jan./Mar. 2018 

 

 

Injectable progesterone in timed artificial insemination programs in beef cows 

Fábio Morotti1, Jefferson Tadeu de Campos1, Paula Alvares Lunardelli1, Camila Bortoliero Costa1, 

Larissa Zamparone Bergamo1, Thales Ricardo Rigo Barreiros2, Gustavo Martins Gomes dos Santos3, 

Marcelo Marcondes Seneda1,4 

1Laboratory of Animal Reproduction, University of Londrina, Parana, Brazil. 
2Laboratory of Animal Biotechnology, University of North Parana, Bandeirantes, PR, Brazil. 

3Sheep Embryo Reprodução Animal, Assaí, Parana, Brazil. 

 

Abstract 

 
The aims of this study were I) to compare the 

follicular diameter, corpus luteum diameter and serum 

progesterone (P4) concentrations in cows treated with 

conventional protocol vs. injectable P4 protocol; II) to 

determine the serum P4 profile in ovariectomized heifers; 

and III) to compare pregnancy rate between protocols. In 

experiment I, multiparous cows received a protocol for 

ovulation synchronization with an intravaginal P4 device 

(n = 38; device + EB day 0; device removal + PGF2α + 

eCG + EC day 8) or injectable P4 (n = 38; injection + EB 

day 0; PGF2α + eCG + EC day 8). In experiment II, 

ovariectomized heifers (n = 8) were treated with 

injectable P4 and blood samples were collected to 

determine the serum P4 profile. In experiment III, 

multiparous cows were timed AI with two different P4 

approaches, intravaginal P4 device (n = 48) or 

injectable P4 (n = 47). In the first experiment, cows 

treated with P4 device had higher (P < 0.05) diameter of 

dominant follicle after ovulation induction (11.6 ± 1.8 

vs.10.3 ± 1.8 mm) and ovulation rate (97%, 37/38 vs. 

47.3%, 18/38) than cows treated with injectable P4. But, 

the follicular growth daily was higher (P < 0.05) in cows 

treated with injectable P4 than intravaginal device (1.3 ± 

0.4 vs. 1.0 ± 0.3 mm/day, respectively). In experiment II, 

the P4 concentration peak occurred within 48 hours (6.54 

ng/mL) and decreased after 96 hours (P < 0.05) after P4 

injection. In experiment III, cows with P4 device had 

higher (P < 0.05) pregnancy rate than the injectable P4 

group (60.4 vs. 34.0%, respectively). These results 

demonstrate that although the intravaginal P4 devices 

showed a higher pregnancy rate, a protocol with injectable 

P4 represents an easier method and a promising 

alternative for TAI in cattle. 

 
Keywords: follicular diameter, injectable progesterone, 

pregnancy, synchronization of ovulation. 

 

Introduction 

 

The timed artificial insemination (TAI) 

programs have been considered one of the largest 

biotechnological achievements for breeding cattle. 

Certainly, this is related to the fact that TAI allows all 

females receiving hormonal treatment to be inseminated 

without the need for estrus detection (Baruselli et al., 

2004; Lamb et al., 2010). 

In this context, the synchronic control of wave 
emergence, dominant follicle growth and ovulation are 

the main requirements of a hormonal protocol that allow 
to AI or embryo transfer at a fixed time (Bo et al., 2003; 
Baruselli et al., 2004; Carvalho et al., 2008; Sá Filho et 
al., 2013; Sá Filho et al., 2015). Additionally, this 
pharmacological strategy optimizes the use of females as 
well as increases the pregnancy rate and reduces the costs 
of reproductive programs (Marinho et al., 2012). 

To assist reproductive biotechnology, several 

pharmacological strategies have been proposed (Sales et 

al., 2012; Campos et al., 2013; Barreiros et al., 2014; 

Torres et al., 2014; Marques et al., 2015; Pellegrino et al., 

2016) and progesterone (P4) has been the main 

exogenous hormonal basis for estrus synchronization in 

cattle; treatment can be performed through intravaginal 

devices (Macmillan et al., 1991; Macmillan and Peterson, 

1993), ear implants (Baruselli et al., 2004; Sa Filho et al., 

2011), oral formulations (Fike et al., 1999) or injectable 

sources (Morotti et al., 2013a; Morotti et al., 2013b; 

Campos et al., 2016a). 

Commonly the treatment with P4 includes the 

insertion of releasing P4 devices for 5-10 days that 

maintains its plasma concentrations this period (Baruselli 

et al., 2004). The purpose is to maintain high P4 levels to 

block estrus manifestation and to suppress the 

endogenous peak of LH (Kinder et al., 1996). In this way, 

it is possible avoiding ovulation, but keeping the growth 

and maturation of the dominant follicle (Savio et al., 

1993a; Stock and Fortune, 1993; Rhodes et al., 2002). 

The use of injectable P4 for TAI has provided 
lower pregnancy rates in comparison to protocols with P4 
devices (Morotti et al., 2013b; Campos et al., 2016b). 
However, several positive aspects of injectable P4 have 
been encouraging new experiments. For example, 
injectable P4 has been related to low cost of handling, 
easy management of animals, hygienic benefits and no 
discard of devices (Morotti et al.,  2013a; Morotti et al., 
2013b; Campos et al., 2016a; Campos et al., 2016b). 

Thus, the objectives of this study were: i) to 
evaluate the follicular diameter, corpus luteum diameter, 
and serum P4 concentrations in cows treated with 
conventional ovulation synchronization protocol vs. 
injectable P4 protocol; ii) to determine the serum P4 
profile in ovariectomized heifers, and iii) to compare 
pregnancy rate between protocols. 

 

Materials and Methods 
 

Location, animals and feed management 

 

The present study was performed in 
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