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Resumo 

 
As técnicas de avaliação da qualidade de folículos pré-antrais antes e após o cultivo in vitro permitem o 

monitoramento das alterações ocorridas in vitro, sendo, portanto, de grande importância para a melhoria dos 
sistemas de crescimento in vitro de folículos pré-antrais. A presente revisão mostra as diferentes técnicas 
utilizadas para avaliar a qualidade folicular antes e após o cultivo in vitro, tais como histologia clássica, 
microscopia eletrônica de transmissão, sistemas de detecção de apoptose, marcadores de viabilidade folicular e 
de proliferação de células da granulosa, bem como análise dos produtos de secreção folicular. A importância da 
utilização concomitante de diferentes técnicas também é discutida nesta revisão. 
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Abstract 
 

Techniques to evaluate preantral follicle quality before and after in vitro culture allow the 
accompaniment of changes occurring in vitro, being important to improve the systems of preantral follicles 
growth in vitro. The present review shows different techniques to evaluate follicular quality before and after in 
vitro culture, such as histology, transmission electron microscopy, systems to detect apoptosis, markers for 
follicle viability and proliferation of granulosa cells as well as analysis of products of follicular secretion. The 
importance of the concomitant utilization of different techniques is also discussed in this review. 
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Introdução 
 
O folículo ovariano é a unidade básica estrutural e funcional do ovário mamífero, pois fornece o 

ambiente necessário para o crescimento e a maturação oocitária (Gosden et al., 1993). Apesar da grande 
população de folículos primordiais presentes no ovário mamífero, a maioria (99,9%) morre por atresia e somente 
poucos folículos conseguem chegar à ovulação (Mao et al., 2002). A atresia pode ocorrer por via degenerativa 
e/ou apoptótica (Figueiredo et al., 1999). As características estruturais e os eventos moleculares da apoptose 
(morte celular programada) diferenciam esse tipo de morte celular da necrose, na qual um grupo de células 
morre simultaneamente (Tilly, 1996), enquanto a apoptose sempre ocorre em uma única célula circundada por 
células normais (Kuan e Passaro, 1998).  

Conforme o exposto acima, considerando-se o fato de que a quase totalidade dos oócitos será eliminada 
pelo processo de atresia, caso eles permaneçam no interior dos ovários, a biotécnica de Manipulação de Oócitos 
Inclusos em Folículos Pré-Antrais (MOIFOPA) vem sendo desenvolvida com o objetivo de recuperar um grande 
número de oócitos inclusos nesses folículos e, posteriormente, cultivá-los in vitro até sua completa maturação, 
prevenindo-os assim da atresia. Esta biotécnica poderá fornecer milhares de oócitos maturos, que podem ser 
utilizados para a multiplicação de animais de alto valor genético ou em via de extinção (Figueiredo et al., 1999). 

Nesse sentido, o desenvolvimento de um sistema que permita o crescimento in vitro de folículos pré-
antrais e que resulte em oócitos aptos a serem maturados e fecundados in vitro seria de grande importância tanto 
para a compreensão da foliculogênese na fase inicial, como para a preservação a longo prazo de células 
germinativas femininas (Mao et al., 2002). Vários trabalhos têm sido realizados no sentido de promover o 
crescimento de folículos pré-antrais in vitro (camundongos: Eppig e Schroeder, 1989; ratas: Cain et al., 1995; 
suínos: Wu et al., 2001; bovinos: Gutierrez et al., 2000; ovinos: Cecconi et al., 1999; caprinos: Huanmin e Yong, 
2000; felinos: Jewgenow e Stolte, 1996 e humanos: Roy e Treacy, 1993). Entretanto, as condições necessárias 
para o completo desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais de animais domésticos e humanos ainda não 
foram estabelecidas. Isso se deve principalmente à falta de informação sobre a regulação do crescimento 
folicular e oocitário na fase pré-antral. Nesse sentido, a utilização de diferentes técnicas que permitam o 
monitoramento da qualidade e da viabilidade folicular antes e após o cultivo é importante para a melhoria dos
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sistemas de crescimento in vitro de folículos pré-antrais. 
Nesta revisão, serão abordadas técnicas utilizadas para analisar a morfologia, a ultra-estrutura e a 

viabilidade de folículos pré-antrais cultivados in vitro, além dos marcadores de atividade proliferativa celular. 
 

Técnicas para avaliação de folículos pré-antrais pós-cultivo in vitro 
 

Várias técnicas são disponíveis para avaliar a morfologia e a ultra-estrutura dos folículos ovarianos pré-
antrais. Com o auxílio dessas técnicas, pode-se analisar a ativação, o crescimento e a viabilidade folicular ao 
longo do período de cultivo in vitro. Em geral, os estudos realizados sobre cultivo utilizam as técnicas em 
conjunto (no mínimo duas) a fim de se obter uma maior precisão sobre a qualidade do folículo.  
 
Técnicas utilizadas para detectar alteração ou degeneração folicular 
 

Histologia clássica 
 
A histologia é um método clássico que avalia a morfologia do citoplasma e do núcleo. A histologia 

clássica é uma técnica importante para avaliação do cultivo in vitro de folículos pré-antrais, pois permite 
verificar o número e a mudança na morfologia das células da granulosa de pavimentosa para cúbica, por ocasião 
da ativação folicular, além de permitir analisar a integridade morfológica do oócito e das células da granulosa. 
Entretanto, essa técnica não permite avaliar a integridade das organelas citoplasmáticas. Gosden (2000) observou 
que a histologia clássica é relativamente pouco precisa se realizada imediatamente após a descongelação do 
tecido ovariano, pois algumas alterações das organelas podem se manifestar somente algumas horas após este 
processo. Por outro lado, ela apresenta uma grande vantagem, que é a de possibilitar que um grande número de 
folículos seja avaliado, o que a torna uma técnica importante quando se deseja realizar uma análise quantitativa.  

A histologia pode ser realizada tanto em folículos isolados como naqueles inclusos no córtex ovariano. 
Alguns autores mostraram que, na análise histológica, as alterações indicativas de atresia em folículos pré-antrais 
ocorrem primariamente no oócito, sendo a picnose nuclear o primeiro sinal de atresia (Jorio et al., 1991; Wood et 
al., 1997). O processo de histologia clássica compreende as seguintes etapas: fixação, desidratação, diafanização 
ou clarificação, infiltração, inclusão, microtomia e coloração das lâminas.  Em geral, nos protocolos-padrão de 
histologia, os fixadores mais utilizados são: paraformaldeído a 4% (Silva et al., 2004a, b), bouin (Cushman et 
al., 2001; Nilsson e Skinner, 2002) e carnoy (Matos et al., 2004). As colorações mais comumente empregadas 
são: hematoxilina-eosina (HE) (Vendola et al., 1999; Nilsson e Skinner, 2002) e Ácido Periódico de Schiff-
hematoxilina (PAS-hematoxilina) (Cushman et al., 2001; SILVA et al., 2004a, b; Fig. 1). Embora demande um 
pouco mais de tempo, a coloração PAS-hematoxilina apresenta a vantagem de permitir a visualização da zona 
pelúcida e da membrana basal, além dos demais componentes foliculares, como a membrana basal, as células da 
granulosa, o citoplasma e o núcleo do oócito. Além disso, existem vários trabalhos em que os folículos foram 
inclusos em resina e, por fim, corados com azul de toluidina (Abir et al., 1997, Wandji et al., 1996; Yu e Roy, 
1999) ou Giemsa (Hemamalini et al., 2003).  

 
 

 

Figura. 1. Estrutura histológica de folículos pré-antrais 
caprinos após coloração com Ácido Periódico de 
Schiff-hematoxilina, mostrando: (A) folículo 
primordial (oócito circundado por uma camada de 
células da granulosa pavimentosas), (B) transição 
(oócito circundado por uma camada de células da 
granulosa pavimentosas e cúbicas), (C) primário 
(oócito circundado por uma camada de células da 
granulosa cúbicas) e (D) secundário (oócito 
circundado por duas ou mais camadas de células da 
granulosa cúbicas). O: oócito; N: núcleo; G: células da 
granulosa. Barras; A, B e C = 12,5 μm e D = 25 μm.  
Fonte: Silva et al. (2004a). 
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Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 
 
A microscopia eletrônica de transmissão é considerada uma boa técnica para avaliação das organelas 

celulares e das mudanças ultra-estruturais (Salehnia et al., 2002) ocorridas durante a atresia folicular, sendo, 
portanto, um método mais preciso e eficiente do que a histologia clássica para avaliar os folículos pré-antrais 
após o cultivo in vitro. A microscopia eletrônica de transmissão também é eficiente logo após a descongelação 
do tecido ovariano, pois é possível detectar alterações súbitas nas organelas, tais como o aumento de volume das 
mitocôndrias (Gosden, 2000). Alguns autores destacaram a importância da análise ultra-estrutural após 
conservação in vitro de folículos pré-antrais caprinos e ovinos, mostrando que folículos considerados normais 
após avaliação histológica poderiam apresentar alterações degenerativas na sua ultra-estrutura, tanto após o 
isolamento (Lucci et al., 1999), como após resfriamento (Silva et al., 2000; Carvalho et al., 2001; Lucci et al., 
2004a; Matos et al., 2004) e criopreservação (Rodrigues et al., 2004; Lucci et al., 2004b).  

No que se refere à utilização da microscopia eletrônica de transmissão para avaliar folículos pré-antrais 
após o cultivo, Eppig (1977) observou que oócitos de camundongos cultivados in vitro apresentavam aparência 
morfológica normal quando observados em microscopia ótica. Entretanto, a análise ultra-estrutural mostrou que 
existiam sinais de degeneração citoplasmática no oócito e nas células da granulosa. Além disso, esse autor 
mostrou que, após quatro dias de cultivo, a degeneração do oócito foi observada morfologicamente como um 
aumento na granulação do citoplasma, o que, na análise ultra-estrutural, foi visto como turgidez das 
mitocôndrias. Em outro estudo, após a análise ultra-estrutural de folículos pré-antrais de hamster cultivados por 
quatro dias, observou-se um aumento no número de mitocôndrias tanto do oócito quanto das células da 
granulosa, além de mitocôndrias arrendondadas e numerosos retículos endoplasmáticos rugosos no ooplasma 
(Yu e Roy, 1999). Com a progressão do período de cultivo para 16 dias, a análise ultra-estrutural revelou que as 
células da granulosa de folículos normais encontravam-se bem organizadas e possuíam mitocôndrias redondas e 
alongadas, com crista bem desenvolvida. Esse aumento gradual no número e maturação das mitocôndrias 
durante os 16 dias de cultivo sugere que ocorreu desenvolvimento do oócito durante o período de cultivo. Da 
mesma forma, o desenvolvimento do retículo endoplasmático rugoso tanto no oócito como nas células da 
granulosa também sugere um aumento considerável na síntese de proteína, que é uma característica do processo 
de desenvolvimento celular (Yu e Roy, 1999). A análise ultra-estrutural de folículos secundários de ratas 
cultivados por seis dias mostrou que as células da granulosa e da teca normais possuíam retículo endoplasmático 
liso e mitocôndrias bem desenvolvidas (Zhao et al., 2000). Além disso, o oócito parecia estar em contato com as 
células da granulosa por meio das junções comunicantes do tipo “gap”. Entretanto, nos folículos cultivados na 
ausência do soro, foram observadas alta condensação do material nuclear e presença de vacúolos e/ou gotas 
lipídicas nas células da granulosa, sugerindo a ocorrência de processo degenerativo. Ademais, as 
microvilosidades do oócito também não estavam bem desenvolvidas (Zhao et al., 2000). Recentemente, Sadeu et 
al. (2006) observaram que havia folículos ultra-estruturalmente normais após 35 dias de cultivo in vitro de 
fragmentos de córtex ovariano de fetos humanos. Esses autores observaram que folículos pré-antrais 
degenerados apresentavam inicialmente alterações ultra-estruturais no oócito. Recentemente, Matos et al., (2007) 
utilizaram a técnica de microscopia eletrônica de transmissão para confirmar a integridade ultra-estrutural de 
folículos pré-antrais caprinos após 7 dias de cultivo in vitro em meio suplementado com o Hormônio Folículo 
Estimulante (Fig. 2). 

 
 

 

Figura. 2. Micrografia eletrônica de um folículo 
pré-antral caprino após 7 dias de cultivo in vitro 
em meio suplementado com Hormônio Folículo 
Estimulante. Notar que o folículo está 
circundado tanto por células pavimentosas (seta 
menor), como por células cuboidais (seta 
maior).  
Fonte: Matos et al. (2007). 
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Técnicas utilizadas para detectar a viabilidade folicular (corantes vitais) e a apoptose 
 

Azul de Trypan 
 
A coloração com azul de Trypan tem sido utilizada por vários pesquisadores para avaliar a viabilidade 

de folículos isolados após cultivo in vitro em diferentes espécies (felinos: Jewgenow, 1996; bovinos: Saha et al., 
2000; caprinos: Santos et al., 2007). Esse corante avalia a integridade da membrana celular. Nos folículos não 
viáveis, com membranas danificadas, ocorre penetração do corante, que pode ser visualizada em microscópio 
invertido (Jewgenow et al., 1998), constituindo uma maneira rápida de analisar a viabilidade de folículos 
cultivados (Jewgenow e Goritz, 1995). Amorim et al. (2003) mostraram que a técnica de coloração com Azul de 
Trypan pode ser utilizada de forma equivalente à histologia clássica, mostrando resultados similares quanto à 
viabilidade. 
 

Hoescht 
 
O corante Hoescht penetra em células vivas e tem sido largamente empregado em citologia com a 

finalidade de corar cromossomos. Com a utilização desse corante, avalia-se também a integridade da membrana 
celular (Saha et al., 2000) e dos componentes nucleares (aparência da vesícula germinativa) (Jewgenow, 1998). 
Motlik e Fulka (1976) mostraram que a coloração de pequenos folículos pré-antrais com Hoechst permite a 
visualização ao microscópio de fluorescência de células da granulosa individualmente, determinando, assim, seu 
número e sua morfologia. Em felinos, observou-se uma mudança na aparência morfológica dos folículos 
isolados após cinco dias de cultivo em M199 suplementado com soro fetal bovino. Mais de 75% dos folículos 
estavam circundados por menos de 20 células da granulosa, e mais de 30% eram praticamente desnudos. Além 
disso, foi observado que a cromatina normal (estrutura com aparência reticular) foi substituída por uma 
cromatina degenerada (estrutura com aparência circular ou com distribuição compacta) (Jewgenow, 1996).  

 
TUNEL 

 
A técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidil tranferase-mediated deoxyuridine triphosphate biotin 

nick end-labeling) utiliza uma enzima (transferase deoxynucleotidil terminal) para adicionar nucleotídeos aos 
fragmentos das fitas de DNA quebradas nas células apoptóticas. Essa técnica é utilizada para avaliar a 
fragmentação do DNA em secções histológicas (Tilly, 1996), permitindo a avaliação histológica, bem como a 
detecção do grau de apoptose (Pedersen et al., 2003). A coloração do núcleo das células apoptóticas aparece 
mais escura ou marrom, enquanto as células normais ficam com uma coloração mais clara (Liu et al., 2003). 

Utilizando-se da técnica de TUNEL, Mao et al. (2002) observaram que, no início do cultivo, a 
percentagem de células da granulosa apoptóticas em folículos frescos era 0,1%. Após quatro dias de cultivo, essa 
percentagem aumentou significativamente para 3,4%. Em bovinos, também se observou que não havia células da 
granulosa coradas por TUNEL em folículos isolados frescos ou em folículos cultivados na presença de ácido 
ascórbico (Thomas et al., 2001). Por outro lado, havia um número significativamente maior de células da 
granulosa apoptóticas em folículos cultivados na ausência do ácido ascórbico.  

Além do TUNEL, existem outros tipos de marcadores para detecção da apoptose, que realizam a 
marcação das extremidades 3’ dos fragmentos de DNA. Vários trabalhos têm utilizado um kit ApopTag Plus para 
detectar apoptose após cultivo in vitro de folículos pré-antrais em ratas (McGee et al., 1997; 2001) e vacas 
(Cushman et al., 2001). Nessa técnica, os folículos normais não apresentam fluorescência ao serem analisados, 
enquanto os folículos atrésicos mostram reação ao anticorpo marcado com fluoresceína (Cushman et al., 2001). 
Em ratas, a adição do fator de crescimento transformante-β ao meio de cultivo contendo FSH resultou em um 
aumento na coloração de folículos isolados (140 – 150 μm) após 72h de cultivo, o que significa aumento na 
fragmentação de DNA e, conseqüentemente, aumento na ocorrência de apoptose (McGee et al., 2001). Pedersen 
et al. (2003) mostraram que existe uma correlação entre a técnica de marcação da extremidade 3’ dos fragmentos 
de DNA e a histologia clássica para análise das células da granulosa apoptóticas, exceto para os folículos em 
estágio avançado de atresia. Nesses folículos, existem poucas células da granulosa apoptóticas para serem 
detectadas pela análise do DNA, o que torna a técnica de marcação da extremidade 3’ menos sensível do que a 
histologia clássica. Por outro lado, a marcação das extremidades do DNA visualiza especificamente a 
extremidade 3’ da fita de DNA fragmentada, o que torna essa técnica mais sensível para detecção da apoptose do 
que a coloração com brometo de etídio (descrito posteriormente), que cora o DNA como um todo (Pedersen et 
al., 2003).  

 
Brometo de etídio e iodeto de propídio 

 
O brometo de etídio é comumente utilizado como um corante de ácidos nucléicos. Ele se intercala nas 

moléculas dos ácidos nucléicos e, quando exposto à luz ultravioleta, emite uma cor vermelho-alaranjado (Silva et 
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al., 2001). Quando uma célula encontra-se sob estresse, alguns dos sistemas de transporte ativo são afetados, 
seguindo-se a despolarização da membrana citoplasmática e, mais tarde, a sua permeabilização e posterior morte 
celular (Hewitt e Nebe-Von-Caron, 2001). O corante fluorescente brometo de etídio consegue atravessar uma 
membrana polarizada, mas só se liga às cadeias de DNA quando a célula possui um sistema de transporte 
afetado, pois um sistema de transporte ativo expulsaria o corante da célula (Midgley, 1987). Por ser um agente 
que intercala na molécula de DNA, o brometo de etídio é um poderoso mutagênico. Assim, a incorporação de 
brometo de etídio em organismos vivos pode causar mutações.  

Recentemente, um estudo em que foi realizada a análise da atresia folicular em eqüinos mostrou que, 
em 25 dos 26 folículos (96%), houve uma correlação entre a técnica de marcação das extremidades 3’ dos 
fragmentos de DNA (utilizando [32P] dideoxy-ATP) e a coloração com brometo de etídio no que se refere à 
classificação das células da granulosa em apoptóticas ou não apoptóticas (Pedersen et al., 2003). Entretanto, essa 
última coloração requer uma maior quantidade de DNA quando comparada à técnica de marcação das 
extremidades 3’ dos fragmentos de DNA (Pedersen et al., 2003), além da alta toxicididade (potente cancerígeno) 
apresentada pelo brometo de etídio. 

O iodeto de propídio também é um agente que intercala na molécula de DNA (corante de ácidos 
nucléicos) e emite uma fluorescência amarela e vermelha. O iodeto de propídio não penetra na membrana de 
células viáveis. A exclusão do iodeto de propídio é assim um método eficiente para detecção da integridade de 
membrana (Silva et al., 2001). Entretanto, a melhor forma de entender o mecanismo da exclusão dos corantes é a 
utilização de corantes em misturas, ou seja, a associação de dois ou mais corantes. Assim como o brometo de 
etídio, o iodeto de propídio é um forte agente mutagênico. A coloração com iodeto de propídio foi utilizada para 
analisar a vesícula germinativa no oócito de folículos pré-antrais bovinos cultivados por 12 dias (Thomas et al., 
2001). 

 
Sais de tetrazolium 

 
A técnica do kit de proliferação celular com sais de tetrazolium é baseada na habilidade das células 

vivas em metabolizar o sal tetrazolium amarelo para cristais azuis, que podem ser solubilizados e quantificados 
por espectrofotometria (McGee et al., 1997). No sentido de demonstrar que as alterações no diâmetro folicular 
representavam um aumento no número de células, McGee et al. (2001) realizaram uma análise do número de 
células viáveis nos folículos ao final do cultivo (72 h) e observaram que o tratamento com FSH aumentou este 
número em 56% comparado aos folículos não cultivados. 

 
Eletroforese e auto-radiografia 
 

Após eletroforese do DNA extraído de folículos suínos, Liu et al. (2003) observaram que, quando o 
folículo estava atrésico, uma marcação de DNA era visível, o que indicava a ocorrência da fragmentação do 
DNA em células da granulosa de folículos atrésicos. Murray et al. (2001) mostraram que os folículos de 
camundongos cultivados por seis dias em meio controle sem soro apresentavam altos níveis de apoptose, que foi 
mensurada por meio do grau de marcação das bandas de DNA. Quando o ácido ascórbico foi adicionado ao meio 
de cultivo, houve uma redução significativa da incidência de fragmentação de DNA comparado ao meio-
controle. A fim de monitorar o desenvolvimento folicular in vitro, McGee et al. (1997) avaliaram a apoptose de 
folículos pré-antrais utilizando um sistema de cultivo de 24 h e observaram uma mínima fragmentação do DNA 
no início do cultivo (0 h). Entretanto, os autores relataram um aumento significativo na fragmentação do DNA 
internucleossomal ao final do cultivo. 

 
Marcadores de atividade proliferativa celular 

 
Conforme foi citado anteriormente, após a ativação dos folículos primordiais, ocorrem importantes 

mudanças no oócito e nas células da granulosa. No entanto, a detecção do início de crescimento de folículos 
primordiais depende da disponibilidade de marcadores sensíveis (Wandji et al., 1996). Dentre os marcadores 
mais utilizados, pode-se citar: bromo-deoxiuridina (BrdU), antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e 
timidina- H3, os quais estão descritos separadamente, a seguir.  

 
Bromo-deoxiuridina (BrdU) 

 
Para estimar a atividade metabólica das células foliculares, podem-se utilizar marcadores não-

radioativos e, dentre estes, um dos mais utilizados é o BrdU. O BrdU é um marcador para a síntese de DNA in 
vitro. A incorporação de BrdU ao DNA das células na fase S do ciclo celular pode ser utilizada como um 
indicador de atividade proliferativa (Jewgenow, 1998). Para a detecção imunocitoquímica da incorporação de 
BrdU, realiza-se um protocolo padrão de imunocitoquímica (Jewgenow, 1996, 1998). Jewgenow (1998) mostrou 
que o procedimento com BrdU pode resultar em diferentes tipos de células marcadas, como oócitos e células da 
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granulosa. Além disso, este estudo também mostrou que aproximadamente 20 a 80% dos folículos pré-antrais 
felinos (dependendo do tratamento) estavam marcados após 6h de cultivo na presença de BrdU, enquanto de 1-3 
células da granulosa por folículo encontravam-se marcadas. A marcação com BrdU tanto no oócito como nas 
células da granulosa indica atividade celular vital e evidencia um técnica rápida e eficiente para avaliar as 
condições de cultivo de folículos pré-antrais. Em ovinos, o fator de crescimento epidermal (EGF) e o fator de 
crescimento semelhante à insulina-II (IGF-II), bem como o FSH, induziram uma forte marcação com BrdU em 
folículos pré-antrais (61-100 μm de diâmetro) após 48 e 96 h de cultivo in vitro (Hemamalini et al., 2003).  

Sabe-se que os oócitos mamíferos sintetizam DNA no ovário embrionário. A replicação final do DNA 
ocorre durante o pré-leptóteno, no início da divisão meiótica. Logo após o nascimento, todos os oócitos estão no 
estágio de diplóteno da primeira divisão meiótica (Wassarman, 1988). Experimentos de marcação in vivo 
sugerem que a incorporação de BrdU em oócitos desse estágio pode ser explicada pela intensa renovação do 
DNA durante o crescimento oocitário (Jewgenow, 1998).  
 

Antígeno nuclear de proliferação celular  
 

O antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) é um marcador expresso por células em crescimento 
e proliferação (Wandji et al., 1996). Após 2, 4 e 7 dias de cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de fetos 
bovinos, observou-se um aumento na expressão de antígeno nuclear de proliferação celular tanto no oócito como 
nas células da granulosa de folículos primários (Wandji et al., 1996). A expressão do antígeno nuclear de 
proliferação celular no oócito pode ser devida ao fato de que esse antígeno é uma proteína auxiliar da DNA 
polimerase delta, que está envolvida no processo de reparo do DNA (Downey et al., 1990). Assim, existe a 
possibilidade de que a DNA polimerase seja ativada em oócitos em crescimento para reparar o dano do material 
genético durante a transcrição (Wandji et al., 1996). Em bovinos, houve uma redução na percentagem de 
folículos primordiais e um aumento dos folículos primários após estímulo exógeno de estradiol (Cushman et al., 
2001). Na espécie caprina, Silva et al. (2004a) observaram que, em fragmentos de córtex ovariano não 
cultivados, somente 5,5% dos folículos primordiais possuíam células da granulosa positivas para o antígeno 
nuclear de proliferação celular, enquanto 46,1% dos folículos em desenvolvimento (transição, primários e 
secundários) possuíam pelo menos uma célula da granulosa marcada pelo antígeno nuclear de proliferação 
celular. Esses autores também observaram que, após o cultivo (5 dias) de tecido ovariano caprino, não houve um 
aumento significativo das percentagens de folículos primordiais e em desenvolvimento com células da granulosa 
positivas para o antígeno nuclear de proliferação celular, sugerindo que a atividade proliferativa das células da 
granulosa não foi alterada durante o cultivo (Fig. 3). O cultivo de fragmentos ovarianos de fetos babuínos 
revelou que, após 2 ou 4 dias, houve uma intensa coloração pelo antígeno nuclear de proliferação celular nas 
células da granulosa e no oócito da maioria dos folículos em crescimento (Wandji et al., 1997). 
 

 
 

Figura 3. Secção de tecido ovariano após cultivo in vitro, mostrando: (A) um folículo primordial e (B) 
secundário com células da granulosa positivas para PCNA, coradas em marrom. O: oócito; N: núcleo do oócito; 
G: células da granulosa; seta: células positivas para PCNA em folículo primordial; barras: A: 25 μm, B: 12,5 
μm.  
Fonte: Silva et al. (2004a). 
 

Timidina triciada (Timidina-H3) 
 

No sentido de determinar se o crescimento folicular foi devido à proliferação celular, alguns trabalhos 
utilizaram a timidina-H3. Esse marcador radioativo é adicionado ao meio de cultivo ao final do mesmo, a fim de 
se realizar a contagem de células da granulosa marcadas e não marcadas. Geralmente, o índice de marcação é 
computado como a percentagem de células que incorporam a timidina-H3. Esse marcador foi utilizado com 
sucesso na detecção do início do crescimento de folículos primordiais bovinos (Braw-Tal e Yossefi, 1997). Além 
disso, após o cultivo por 6 dias de folículos pré-antrais bovinos, observou-se que o fator de crescimento 
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fibroblástico básico (bFGF) aumentou significativamente o índice de marcação das células da granulosa (Wandji 
et al., 1996). Nilsson e Skinner (2002) utilizaram a timidina-H3 como um indicador da proliferação das células 
da granulosa e da teca de ratas e, após 14 dias de cultivo com o fator de crescimento de diferenciação-9 (GDF-9), 
não observaram diferença significativa na proliferação dessas células. Os autores concluíram que o GDF-9 não 
estimulou diretamente a atividade proliferativa das células da granulosa e da teca. Yu e Roy (1999) associaram 
as técnicas de microscopia eletrônica de transmissão à marcação com timidina-H3 para verificar o crescimento de 
folículos primordiais de hamster durante 16 dias de cultivo. Esses autores observaram que as células da 
granulosa de folículos primários e secundários incorporaram timidina-H3, indicando que esses folículos estavam 
em crescimento. 
 
 Produtos de secreção 
 

O crescimento e a diferenciação folicular durante o cultivo in vitro podem ser refletidos pela secreção 
de esteróides (Liu et al., 2001). Considerando seu pequeno tamanho, os folículos secretam relativamente grandes 
quantidades de esteróides, tais como o estrógeno e a progesterona. Outras substâncias produzidas pelos folículos 
cultivados in vitro são a inibina e ativina (Smith et al., 1994), além de produtos da atividade metabólica, como 
dióxido de carbono (Eppig, 1977) e lactato (Boland et al., 1994).  

Quando os folículos são cultivados individualmente, os produtos da secreção folicular são dificilmente 
detectados devido ao pequeno número de células presentes, mesmo quando há pouco volume de meio de cultivo 
in vitro. Para detectar esses produtos de secreção folicular, podem ser utilizadas análises de alta sensibilidade, 
entretanto análises das concentrações de RNAm indicando a expressão gênica ou imunohistoquímica com o uso  
de anticorpos para proteínas específicas são as técnicas mais indicadas (Hartshorne, 1997). Em geral, para a 
realização do radioimunoensaio, ao final do período de cultivo, o meio é coletado e armazenado a –20 oC até o 
momento da análise.  

Vários estudos têm realizado análise hormonal após cultivo in vitro de folículos pré-antrais. Em 
camundongos, após cultivo de 4 dias de folículos isolados (100 – 105 μm), observou-se que a adição de FSH e 
ativina ao meio de cultivo aumentou significativamente a secreção de estrógeno e inibina (Liu et al., 1998). 
Além disso, a produção de estrógeno é um indicador da proliferação e diferenciação das células da granulosa. 
Liu et al. (2002) cultivaram folículos pré-antrais isolados (100 – 120 μm) de camundongas e observaram que, do 
dia 4 ao 10 de cultivo in vitro, à medida que as células da granulosa proliferavam a produção de estrógeno 
aumentava. Esses mesmos autores mostraram que a atresia das células da granulosa está geralmente associada 
com a queda na produção folicular de estrógeno (Liu et al., 2002). Nessa mesma espécie, foi relatado que 
folículos pré-antrais somente foram capazes de produzir estrógeno após a adição de FSH ao meio de cultivo, pois 
o FSH induziu a diferenciação das células da granulosa e a atividade da aromatase dessas células (Adriaens et 
al., 2004). Essa relação entre a produção de estrógeno e o FSH também foi demonstrada durante cultivo in vitro 
de folículos pré-antrais ovinos (Cecconi et al., 1999). Em bovinos, foi relatado um aumento na secreção de 
estrógeno após 5 dias de cultivo de folículos isolados (147 – 170 μm). Essa concentração atingiu o máximo após 
7 dias e permaneceu nos mesmos níveis até o final do cultivo (dia 13) (Itoh et al., 2002). Nessa mesma espécie, 
observou-se um aumento na secreção de estrógeno pelos folículos cultivados por 12 dias em meio-controle, na 
presença ou não do ácido ascórbico (Thomas et al., 2001). 

Com relação à produção de progesterona, Adriaens et al. (2004) observaram que a secreção desse 
hormônio foi baixa (< 1 μg/L) até o 12o dia de cultivo in vitro de folículos isolados de camundongas e aumentou 
significativamente 18 h após o início da ovulação. Após cultivo de 12 dias de folículos pré-antrais isolados de 
camundongas, Liu et al. (2001) mostraram que a concentração basal de progesterona permaneceu em 0,5 ng/ml 
até o dia 10 de cultivo. Entretanto, a partir do dia 10, foi observado um aumento dos níveis de progesterona (1,3 
ng/ml), que foi atribuído à luteinização das células da granulosa. 

O papel da inibina na regulação ovariana foi demonstrado em vários estudos. Dentre outras ações, a 
inibina influencia na produção de estrógeno pelas células da granulosa de ratas (Ying et al., 1986) e age na 
regulação da maturação oocitária (Smitz e Cortvrindt, 1998). Em camundongos, a produção de inibina por 
folículos pré-antrais aumentou progressivamente a partir do dia 4 até o dia 12 de cultivo (Cortvrindt et al., 1997). 
Na mesma espécie, mensurações dos níveis de inibina A e B secretadas após cultivo folicular por 8 dias 
indicaram que concentrações crescentes foram produzidas ao longo do cultivo (Newton et al., 2002). Nesse 
mesmo estudo, os autores mostraram que os níveis de ativina secretada pelos folículos também aumentaram 
progressivamente durante o cultivo. Estes resultados foram acompanhados pelo aumento do diâmetro folicular 
de 115 μm (dia 1) para 389 μm (dia 8 de cultivo). Além disso, Magoffin e Jakimiuk (1997) realizaram um estudo 
sobre fluido folicular e mostraram que a concentração de inibina A aumenta com o aumento do tamanho 
folicular. Em ratas, após análise pela técnica de Western blot, observou-se um aumento dos níveis de inibina de 
folículos cultivados por 72 h em meio contendo FSH + fator de crescimento queratinócito (McGee et al., 1999) 
ou FSH + ativina (McGee et al., 2001), quando comparado ao controle. 
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Considerações finais 
 

As técnicas de avaliação do cultivo in vitro permitem o monitoramento da situação (qualidade e 
atividade) folicular antes e após o cultivo, sendo de grande importância para a melhoria dos sistemas de 
crescimento in vitro de folículos pré-antrais. A análise morfológica e quantitativa (histologia clássica) dos 
folículos, a análise ultra-estrutural (microscopia eletrônica de transmissão) e da viabilidade folicular (Azul de 
Trypan, Hoescht), a detecção de apoptose (TUNEL), os marcadores que detectam o início do crescimento de 
folículos pré-antrais (BrdU, antígeno nuclear de proliferação celular e timidina-H3), bem como a análise dos 
produtos de secreção folicular, são exemplos das diferentes técnicas que podem ser utilizadas para avaliar a 
qualidade do folículo após o cultivo in vitro.  

Após o desenvolvimento in vitro, é necessária a manutenção da qualidade folicular para que se tenham 
oócitos aptos a serem maturados e fecundados in vitro, ou que possam ser utilizados em outras biotécnicas 
relacionadas à reprodução animal. Dessa forma, quanto mais parâmetros e técnicas forem utilizados em conjunto 
para avaliar os folículos pré-antrais após o cultivo in vitro, mais precisa será a interpretação da qualidade e da 
viabilidade folicular.  
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