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“Aquele que maltrata os animais porque os 

tem em seu poder, é tão covarde quanto 

tirano.” 

Ellen G. White 



RESUMO 

O objetivo desse trabalho foi analisar a ativação e o crescimento de folículos pré-

antrais de Sapajus apella, submetidos a um sistema de cultivo in vitro em curto-prazo. 

Nesse sentido, dois experimentos foram realizados neste trabalho. Experimento I: 

exposição à fresco e à crioprotetores de biopsias de fragmentos do córtex ovariano. Ambos 

os fragmentos ovarianos foram submetidos à extração total de RNA e síntese de cDNA. 

Após a amplificação do cDNA por PCR em tempo-real (RT-PCR), os software GeNorm, 

bestkeeper e Normfinder foram usados para avaliar a estabilidade dos genes GAPDH 

(glyceraldehyde-2-phosphate dehydrogenase), HPRT1 (hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1) e TBP (TATA-binding protein). Experimento II: o tecido do 

córtex ovariano de quatro fêmeas foi coletado e dividido em nove pedaços de 1 mm3. Um 

fragmento ovariano (grupo controle) foi imediatamente dividido em dois pedaços, os quais 

foram destinados para análise da viabilidade ou por RT-PCR. Os 8 fragmentos restantes 

foram individualmente cultivados in vitro em um meio constituído de TCM suplementado 

com 100 ng/mL EGF (T1), com adição de 10 µM de BME (T2), 100 ng/mL de BMP4 

(T3), 25 IU de PMSG (T4), 10 µM de BME e 100 ng/mL de BMP4 (T5), 10 µM de BME, 

25 IU de PMSG (T6), 100 ng/mL de BMP4, 25 IU de PMSG (T7) ou 10 µM de BME, 100 

ng/mL de BMP4, 25 IU de PMSG (T8). Os resultados demonstraram que no tecido do 

córtex ovariano de S. apella, os genes HPRT1 e TBP foram os mais apropriados como 

genes de referência, podendo ser usados como parâmetro para normalizar dados em 

estudos futuros. Ao contrário, o GAPDH se apresentou como menos estável dos genes de 

referencia testados. Após o cultivo in vitro, todos os tratamentos alcançaram percentuais 

similares da viabilidade de folículos pré-antrais. O tecido ovariano cultivado na presença 

de EGF+BME/BMP4/PMSG resultou no aumento da taxa de ativação e crescimento 

folicular, assim como no aumento da expressão de AMH, BMP15 e GDF9, genes 

conhecidos como indicadores específicos de desenvolvimento folicular. Dessa forma, o 

HPRT1 e TBP são os genes de referência mais estáveis, na exposição à crioprotetores, a 

fresco e no o cultivo de tecidos de córtex ovariano de S. apella. Os folículos pré-antrais são 

capazes de desenvolverem-se in vitro quando cultivados em meio suplementado com 

PMSG, BME e BMP4. A viabilidade folicular, entretanto, permaneceu independentemente 

do meio de cultivo in vitro e o uso de fatores de crescimento, como marcadores de 

desenvolvimento folicular, foi crucial para identificar o melhor meio de cultivo in vitro. 

Palavras-chave: GAPDH. HPRT1. TBP. qRT-PCR. Folículo Pré-antral. S. apella. 



ABSTRACT 

The aim of the present study was to investigate the stability of three reference genes 

in the ovarian tissue of capuchin monkeys (Sapajus apella) and to develop a short-term in 

vitro culture system for the activation and growth of preantral follicles from capuchin 

monkeys. To this end two experiment were conducted as follow. Experiment I:  Fresh and 

cryoprotectant exposed ovarian biopsies were used. Both fresh and exposed ovarian tissues 

were subjected to total RNA extraction and synthesis of cDNA. After amplification of 

cDNA by real-time PCR, the GeNorm, Bestkeeper and Normfinder software were used to 

evaluate the stability of glyceraldehyde-2-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) and TATA-binding protein (TBP). 

Experiment II:  Ovarian tissue from four healthy mature females were collected and 

divided into nine ovarian cortical pieces of 1 mm3. One ovarian fragment (control) was 

immediately divided in two pieces, which were subjected to viability analysis or qRT-PCR. 

The remaining 8 fragments were individually cultured in vitro in a medium consisting of 

TCM supplemented with 100 ng/mL EGF (T1), either or not added with 10 µM BME (T2), 

100 ng/mL BMP4 (T3), 25 IU PMSG (T4), 10 µM BME and 100 ng/mL BMP4 (T5), 10 

µM BME, 25 IU PMSG (T6), 100 ng/mL BMP4, 25 IU PMSG (T7) or 10 µM BME, 100 

ng/mL BMP4, 25 IU PMSG (T8). Results demonstrated that, in the ovarian tissue from 

capuchin monkeys, HPRT1 and TBP were the most suitable reference genes and thus could 

be used as parameters to normalize data in future studies. In contrast, GAPDH appeared as 

the least stable gene among the tested reference genes. After in vitro culture, all treatments 

resulted in similar percentages of viable preantral follicles. Ovarian tissue cultured in the 

presence of EGF + BME/BMP4/PMSG resulted in an increased rate of follicular activation 

and growth, as well as in the up regulation of AMH, BMP15 and GDF9, specific markers 

of follicular development. In conclusion, HPRT1 and TBP are the most stable reference 

genes in fresh and cryoprotectant exposed ovarian tissue from capuchin monkeys. Preantral 

follicles are able to develop in vitro when cultured in a medium supplemented with PMSG, 

BME and BMP4. Follicular viability, however, was maintained independently on the 

culture medium. The use of growth factors as markers of follicular development was 

crucial to identify the best culture medium.  

 

Key-words: GAPDH. HPRT1. TBP. qRT-PCR. Preantral Follicles. S. apella. 
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1 INTRODUÇÃO 

Primatas neotropicais recebem atenção devido às suas similaridades filogenéticas 

com a espécie humana (ABEE, 2003; WOLF et al., 2004a; WOLF et al., 2004b), o que os 

tornam importantes modelos experimentais para pesquisas biomédicas (WRIGHT; BUSH, 

1977). Além disso, consistem em um único modelo de estudo para algumas doenças que 

acometem os seres humanos como, por exemplo, a malária, tanto em terapias como em 

estratégias de prevenção (DOMINGUES; CALDAS-BUSSIERE, 2006).  

As espécies de primatas neotropicais brasileiras mais utilizadas como modelo 

biológico são Saimiri sciureus, Callithrix jacchus e Sapajus apella (denominado 

anteriormente de Cebus apella), porém ainda são pouco estudadas no Brasil, 

principalmente no que se refere ao desenvolvimento de biotécnicas da reprodução que se 

apresentam como uma alternativa para a diminuição de animais disponíveis em cativeiro 

para fins experimentais (DOMINGUES; CALDAS-BUSSIERE, 2006).  

A espécie Sapajus apella será utilizada neste experimento por se destacar como a 

mais utilizada em pesquisas biomédicas, principalmente no que diz respeito a estudos 

relacionados à sua fisiologia reprodutiva (WRIGHT; JERNVALL; RAKOTONARINA, 

1994; LINN et al., 1995; FRAGASZY; ADAMS-CURTIS, 1998; DOMINGUES, 2000) e 

pela facilidade de sua manutenção em cativeiro (DE LUCA et al., 1990; DOMINGUES, 

2000; DOMINGUES, CALDAS-BUSSIERE, 2002; DOMINGUES et al., 2003). 

Atualmente, visa-se obter oócitos competentes e aptos a serem utilizados em outras 

biotécnicas de reprodução assistida. Esses estudos buscam desenvolver um sistema ótimo 

de cultivo folicular que seja capaz de promover o crescimento dos folículos pré-antrais até 

a fase antral, tornando os oócitos aptos à maturação e à fecundação in vitro. Nesse intuito a 

biotécnica reprodutiva denominada Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Pré-

Antrais (MOIFOPA) já é empregada em seres humanos, animais de produção e animais de 

importância em pesquisas biomédicas e/ ou ameaçados de extinção (DOMINGUES; 

CALDAS-BUSSIERE, 2006). No entanto em S. apella não foi encontrado nenhum 

trabalho com cultivo de folículos pré-antrais, sendo essa técnica uma possível alternativa 

para a obtenção de um grande número de oócitos de boa qualidade que poderão ser 

destinados para o desenvolvimento de biotécnicas de reprodução visando à produção in 

vitro de embriões de Sapajus apella. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Elucidar os mecanismos envolvidos na foliculogênese inicial, bem como recuperar 

folículos ovarianos pré-antrais (FOPAs) de Sapajus apella antes da atresia e cultivá-los até 

que os mesmos possam ser ativados in vitro. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Obter ativação e crescimento de folículos pré-antrais de S. apella a partir do cultivo 

in vitro de fragmentos ovarianos. 

• Estudar a fase inicial do desenvolvimento folicular em S. apella.  

• Avaliar o efeito do β-mercaptoetanol (BME), da proteína morfogénetica óssea 4 

(BMP-4) e da gonadotrofina do soro de égua gestante (PMSG), sozinhos ou associados, 

sobre a ativação e crescimento de FOPAs de S. apella in vitro.  

• Avaliar a expressão gênica em folículos ativados in vitro. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 OVÁRIO DE MAMÍFEROS 

O ovário é o órgão reprodutivo primário da fêmea e é constituído por vários tipos 

de células, incluindo oócito, células da granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da 

superfície ovariana. No córtex ovariano estão os folículos em diferentes fases de 

desenvolvimento, corpos lúteo, corpo hemorrágico ou corpo albicans. Ele é coberto por 

epitélio cúbico simples. O estroma cortical é constituído por tecido conjuntivo frouxo. A 

túnica albugínea é uma espessa camada de tecido conjuntivo localizada abaixo do epitélio. 

A região medular está localizada na parte interna do ovário, e é constituída por tecido 

conjuntivo frouxo, fibras musculares lisas, nervos, vasos sanguíneos e linfáticos 

responsáveis pela nutrição e sustentação do ovário (DELLMAN; BROWN, 1982).  

 

3.2 FOLICULOGÊNESE  

3.2.1 Classificação dos Folículos Ovarianos. 

Os folículos ovarianos são considerados a unidade morfofuncional dos ovários, 

sendo constituídos por um oócito circundado por células somáticas e apresentando duas 

funções principais: a endócrina, responsável pela produção e liberação de moléculas 

sinalizadoras (hormônios esteroidais e peptídeos), e a exócrina ou gametogênica, 

responsável pela produção e liberação de oócitos (FIGUEIREDO; RODRIGUES; 

AMORIM, 2002; FIGUEIREDO et al., 2008). 

A população folicular ovariana é bastante heterogênea (SAUMANDE, 1991) e de 

acordo com o grau de evolução, os folículos podem ser divididos em folículos pré-antrais 

ou não-cavitários e folículos antrais ou cavitários. Segundo HULSHOF et al. (1994), os 

folículos pré-antrais incluem três tipos: 1) primordiais, que consistem de um oócito 

circundado por uma única camada de células da prégranulosa de forma pavimentosa; 2) 

primários, caracterizados pela presença de um oócito central, circundado por uma camada 

de células da granulosa de forma cúbica; 3) secundários, constituídos por um oócito 

central, circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de forma cúbica 

(Fig. 1). Em camundongos (LINTERNMOORE; MOORE, 1979), mulheres (GOUGEON; 

CHAINY, 1987), caprinos (BEZERRA; RONDINA; OLIVEIRA, 1998) e fêmeas de S. 

apella (DOMINGUES et al., 2004) relata-se que existe um folículo de transição entre o 

folículo primordial e o primário. Este folículo de transição apresenta células da pré-

granulosa pavimentosas e células da granulosa cúbicas. A categoria de folículos antrais 
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compreende os folículos terciários e os folículos De Graaf, sendo este último o estádio 

final do desenvolvimento folicular (SAUMANDE, 1981). 

Existem critérios funcionais para a classificação dos folículos baseados na sua 

dependência de gonadotrofinas. Desta forma, os folículos podem ser quiescentes 

(primordial), recrutados para crescer (pré-antrais e antrais), ovulatórios e atrésicos 

(FINDLAY et al., 2002). Independente da classificação dos folículos ovarianos, não se 

conhece o mecanismo que retira um folículo do estado quiescente. A hipótese mais aceita é 

a de que fatores locais seriam responsáveis pela ativação de um folículo do estado de 

qüiescência (FORTUNE et al., 2000; FINDLAY et al., 2002). 

 

Figura 01 – Classificação dos estágios da foliculogênese de mamíferos. (1) Cisto de células 
germinativas. Folículos pré-antrais dependentes de fatores de crescimento: (2) Folículo 
primordial; (3) Folículo primário; (4,5) Secundário. Folículos antrais dependentes de 
gonadotripinas: (6) Terciário; (7) Pré-ovulatório. (8) Ovulação. (9) Corpo lúteo.  
Fonte modificada de EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009. 
 

 

3.2.2 Crescimento dos folículos 

No início da folículogênese de mamíferos no geral, o folículo primordial, consiste 

do oócito (no estágio de diplóteno da meiose I ou vesícula germinativa, onde se observa a 

primeira interrupção da divisão meiótica) com uma camada de células da granulosa 

achatadas que estabelecerá um estoque de folículos primordiais, onde alguns começam a 

crescer e se diferenciam em vários estágios de desenvolvimento, enquanto outros 

permanecem quiescentes (Fig. 1) (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; SANTOS et 

al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009), 

esses folículos através de fatores de crescimento, diferenciam-se em uma única camada de 

células da granulosa com núcleo redondo e citoplasma contendo filamentos intermediários 

de vimentina, associados com mudanças na forma das células da granulosa (plana para 

cúbicas) (Fig. 1), apresentando também uma intensa atividade mitótica, levando ao início 
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da proliferação e diferenciação tanto das células da granulosa quanto do próprio oócito 

(MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; ERICKSON, 2001; SANTOS et al., 2008; 

EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009). 

Os folículos primordiais representam um pool de reserva que dão origem a todos os 

folículos dominantes que poderão ser ou não selecionados para ovular. Neste sentido, os 

folículos primordiais são fundamentalmente as unidades reprodutivas do ovário 

(ERICKSON, 1986, FIGUEIREDO et al, 1997; FORTUNE et al., 2000; FINDLAY et al., 

2002; FORTUNE, 2003; DOMINGUES et al., 2004). Desta forma, durante toda a vida da 

fêmea, muitos folículos primordiais são ativados para dar início à foliculogênese 

(GOUGEON, 1998; FORTUNE, 2003). No decorrer da vida da fêmea, os folículos 

primordiais que não estão crescendo compreendem 90 a 95% dos folículos ovarianos. 

Conseqüentemente, em dado momento, o número de folículos primordiais que entram no 

pool de folículos em crescimento é relativamente pequeno (ERICKSON, 1986, 

HIRSHFIELD, 1991, FIGUEIREDO et al., 1997; FINDLAY et al., 2002; FORTUNE, 

2003). 

Em fêmeas mamíferas como roedoras, ovinas, bovinas e bubalinas o contínuo 

crescimento folicular é controlado tanto por hormônios gonadotróficos e somatotróficos, 

como por fatores de crescimento que agem direta ou indiretamente, de modo autócrino 

e/ou parácrino. Entretanto, os mecanismos precisos que controlam o início e a progressão 

do crescimento folicular ainda precisam ser mais profundamente estudados (MARTINS et 

al., 2008). 

 O primeiro sinal de crescimento é a retomada da proliferação das células 

pavimentosas da pré-granulosa. Os estádios posteriores de crescimento podem ser 

reconhecidos pelo aumento do tamanho do oócito e pelas mudanças no formato das células 

da granulosa (HIRSHFIELD, 1991; GOUGEON, 1998; DOMINGUES et al., 2004). Os 

volumes do citoplasma e núcleo do oócito aumentam drasticamente (LINTERN-MOORE; 

MOORE, 1979; GOUGEON; CHAYNY, 1998; DOMINGUES et al., 2004) e as células da 

granulosa, que, usualmente, possuem um formato pavimentoso no folículo quiescente, 

apresentam um formato cúbico quando estão se proliferando (ERICKSON, 1986; 

GOUGEON, 1998). Junções GAP estabelecem-se entre as células da granulosa e o oócito. 

Esta observação dá suporte ao conceito de que as células da granulosa e ooócito tornam-se 

elétrica e metabolicamente acoplados ainda no início da foliculogênese (ERICKSON, 

1986; MATTTIOLI; BARBONI, 1998; NASHTA; WADDINGTON; CAMPBELL, 1998, 
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TAY; HODGMAN; RICHTER, 2000; WEHREND ; MEINECKE, 2001; BODART et al, 

2002; RODRIGUEZ; FARIN, 2004; TEILMANN, 2005). 

O oócito cresce rapidamente, atingindo seu tamanho máximo ainda no início do 

processo de desenvolvimento folicular (DRIANCOURT; THUEL, 1998). O oócito atinge 

aproximadamente 85% de seu tamanho final quando ocorre o início da formação do antro. 

As células da granulosa, por sua vez, continuam a proliferar extensivamente, enquanto o 

oócito cessa seu crescimento (DRIANCOURT; THUEL, 1998). 

Sugere-se que o crescimento dos folículos pré-antrais é pouco dependente de 

gonadotrofinas (DRIANCOURT; THUEL, 1998; GOUGEON, 1998; FORTUNE et al., 

2000; FINDLAY et al., 2002; FORTUNE, 2003), e que está relacionado com a interação 

de fatores intra-ovarianos (WANDJI; FORTIER; SIRARD,1992; WANDJI; PELLETIER; 

SIRARD, 1992; FORTUNE et al., 2000; ERICKSON; SHIMASAKI, 2001; FINDLAY et 

al.,2002). Contudo, WANDJI; FORTIER; SIRARD (1992) constataram a presença de 

receptores para o FSH em folículos pré-antrais bovinos desde o estádio de folículo 

primário. 

Citocinas e fatores de crescimento (Fig. 2), como o fator de crescimento e 

diferenciação-9 (GDF-9), proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), hormônio anti-

mülleriano (AMH), Kti-ligante (KT), dentre outros são importantes reguladores do estágio 

inicial do desenvolvimento folicular (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; 

MCLAREN, 2000; ERICKSON, 2001; PEREDA; ZORN; SOTO-SUAZO, 2006; 

SANTOS et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009). 

O hormônio anti-mileriano é o fator de crescimento que leva a regressão do ducto 

de Müller em indivíduos do sexo masculino, e tem sido bastante descrito como responsável 

pela manutenção do “pool” de folículos primordiais em fêmeas. Pois, sua produção em 

células da granulosa, sugere seu papel inibidor na formação de folículos primordiais, tendo 

com isso uma ação regulatória no processo da foliculogênese (Fig. 2) (RODRIGUES et al., 

2008; McLAUGHLIN; MCLVER, 2009). Estudos mostram que este fator pode diminuir a 

expressão de fatores pró-ativação e aumentar a expressão de fatores inibitórios (NILSSON; 

ROGERS; SKINNER, 2007). 

Muitos membros da superfamília TGF- β estão envolvidos na via de sinalização 

extracelular para regular o desenvolvimento folicular ovariano, como o GDF-9 e as BMPs 

(principalmente BMP-4, -7 e -15 ou GDF-9b). O efeito estimulatório na transição do 
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folículo primordial para primário foi demonstrado por BPM (-4 e -7), produzidas por 

células estromais e tecais. O GDF-9 e a BMP-15 são secretados pelo oócito e regulam o 

recrutamento de folículos primordiais, a proliferação das células da granulosa, 

diferenciação e síntese de esteróides (RODRIGUES et al., 2008; McLAUGHLIN; 

MCLVER, 2009; SUN et al., 2010). Estudos relatam ainda que essa regulação ocorre 

também através de folículos vizinhos (EDWARDS et al., 2008). (Fig. 2) 

 

Figura 2 – Representação esquemática de fatores inibitórios (setas vermelhas) e 
estimulatórios (setas verdes) envolvidos na ativação e transição do folículo primordial para 
primário.  
Fonte modificada DE MCLAUGHLIN; MCIVER, 2009. 

 

Com relação aos folículos antrais, estes são recrutados e selecionados, tornando-se 

subordinados, dominantes ou pré-ovulatórios dependendo de sua responsividade aos 

hormônios gonadotróficos (FSH e o LH) ou podem se degenerar por apoptose (SANTOS 

et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 

2009). 

Na fase final se observa várias camadas de células da granulosa (Células da mural) 

e um oócito rodeado por células do cumulus que ligam o oócito a parte mural, as quais 

englobam um fluido antral cercadas por células bem diferenciadas chamadas de teca. A 

camada interior da teca é bem vascularizada, possui abundantes células esteroidogênicas 
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distribuídas em um tecido conjuntivo frouxo, e a teca externa consiste principalmente de 

tecido conjuntivo resistente (Fig. 1 e 2). (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; 

McLAREN, 2000; ERICKSON, 2001; SANTOS et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; 

MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009). 

No folículo pré-ovulatório, o oócito reagirá com o pico do LH e irá se maturar 

(haverá rompimento das junções do cumulus, redistribuição das organelas, migração 

perinuclear das mitocôndrias e acúmulo de grânulos corticais ao longo do oolema) e ovular 

(FERREIRA et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; 

SANTOS, 2009). 

 

3.2.3 Dinâmica Folicular 

A formação de um folículo pré-ovulatório é um processo altamente seletivo, que 

envolve uma série de passos nos quais um folículo primordial completa todos os aspectos 

da foliculogênese e libera um oócito maduro (SAUMANDE, 1981). Em mulheres, apenas 

uma pequena porção dos 2 milhões de folículos primordiais originais irão sobreviver ao 

processo de seleção (BAKER, 1976). De um modo geral, a seleção reflete um alto nível de 

organização, que está baseada na citodiferenciação das células da granulosa, tecais e 

oócitos (ERICKSON, 1986; FORTUNE, 1994). No decorrer de seu desenvolvimento, os 

folículos antrais podem passar por três etapas: recrutamento, seleção e dominância 

(FORTUNE, 1994; DRIANCOURT; THUEL, 1998; GOUGEON, 1998; GILCHRIST et 

al., 2001). 

Com a liberação do hormônio folículo-estimulante (FSH) e do hormônio 

luteinizante (LH), que são trazidos até os folículos através dos capilares tecais, o folículo 

terciário aumenta em tamanho de forma surpreendente. Na mulher, o crescimento pode ser 

de aproximadamente 75 vezes em diâmetro, que corresponde a um aumento de 0,4 mm a 

20 mm em diâmetro antes da ovulação (ERICKSON, 1986; GOUGEON, 1998). Em S. 

apella o folículo terciário pode ter em média 514,4 µm (DOMINGUESL et al., 2003; 

DOMINGUES et al., 2004) e atingir o diâmetro de um folículo pré-ovulatório com 10-12 

mm (NAGLE et al., 1980; ORTIZ et al., 2004). A base para este crescimento é a 

proliferação das células da granulosa e o acúmulo de líquido folicular (ERICKSON, 1986; 

DRIANCOURT; THUEL, 1998; GOUGEON, 1998). Na macaca-prego, existe um hiato de 

informações entre os processos de recrutamento e dominância folicular. 



 18

Durante o desenvolvimento do folículo De Graaf, as células da teca passam a 

expressar a sua diferenciação. Na teca interna, células intersticiais altamente diferenciadas 

acumulam-se progressivamente até que existam 5 a 8 camadas destas células em um 

folículo pré-ovulatório. Na teca externa do folículo De Graaf, os fibroblastos se 

diferenciam em células com características típicas de músculo liso, as quais contêm actina 

e miosina. Estas células contráteis são inervadas por fibras simpáticas e parassimpáticas 

(ERICKSON, 1986). No decorrer de seu desenvolvimento, os folículos antrais podem 

passar por três etapas: recrutamento, seleção e dominância (FORTUNE, 1994). 

O termo recrutamento tem sido dado para os folículos em crescimento que não 

sofrem atresia. Durante o recrutamento, os folículos tentam ultrapassar a barreira que os 

separa da ovulação. O recrutamento não é um fenômeno generalizado ou isolado, ao 

contrário, os folículos parecem ser recrutados em grupamentos, sugerindo que eles 

recebem um sinal que permite que continuem a crescer, ao invés de regredirem. O sinal 

que parece estimular o recrutamento é um sutil aumento da concentração plasmática de 

FSH. Existem várias evidências que dão suporte a esta hipótese. A primeira é que o 

recrutamento é temporalmente correlacionado com aumentos nas concentrações de FSH 

circulante (FORTUNE, 1994; GILCHRIST et al., 2001). Em primatas de ciclo menstrual, 

as concentrações basais de FSH são ligeiramente mais altas no início da fase folicular do 

que no fim desta e durante a fase luteal (NAGLE et al., 1979 e 1980). 

Existe uma correlação temporal entre as elevações plasmáticas de FSH e o 

recrutamento de folículos, de forma que perturbações na concentração de FSH também 

levam a mudanças concomitantes nas características e/ou no número de folículos 

recrutados (FORTUNE, 1994; MACKLON; FAUSER, 1998). Um exemplo do efeito do 

FSH sob o número de folículos recrutados é que uma elevação dramática dos níveis 

plasmáticos de FSH, empregados em regime de superovulação em mulheres e animais 

domésticos, aumenta o número de folículos recrutados (FORTUNE, 1994). 

Para uma dada espécie, geralmente a quantidade de folículos recrutados é maior do 

que a de folículos ovulatórios. Portanto, o número de folículos que continuam a crescer até 

alcançar o tamanho de um folículo ovulatório constitui uma característica espécie-

específica (MONNIAUX et al., 1997). Imediatamente após o crescimento, inicia-se a fase 

de seleção, na qual um único folículo emerge do conjunto de folículos recrutados e 

continua a crescer, enquanto os outros folículos recrutados diminuem de tamanho 
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(FORTUNE et al., 1991). Na mulher, os folículos passam do recrutamento para a seleção 

com o diâmetro de 2 a 8 mm (DRIANCOURT; THUEL, 1998). 

Aqueles folículos que alcançam o tamanho de folículo ovulatório são chamados de 

folículos dominantes, porque se acredita que uma vez selecionados, eles evitam o 

crescimento, a diferenciação e o recrutamento dos folículos subordinados (FORTUNE, 

1994). Na mulher, os folículos dominantes são aqueles que possuem diâmetro de 8 mm em 

diante (DRIANCOURT; THUEL, 1998). Duas hipóteses têm sido postuladas a fim de 

explicar como o folículo dominante exerce dominância. A primeira é que o folículo 

dominante secreta alguma substância que impede o crescimento e o desenvolvimento dos 

folículos subordinados, e a segunda é que o folículo dominante inibe o crescimento e o 

recrutamento de outros folículos através de feedback negativo sobre a secreção de 

gonadotrofinas. Neste segundo caso, o estradiol e/ou a inibina produzidos pelo folículo 

dominante causam declínio nos níveis de FSH, os quais não seriam suficientes para manter 

o crescimento dos folículos subordinados (FORTUNE, 1994). 

Um ponto bastante importante da reprodução de fêmeas é a perda acentuada da 

população folicular que ocorre pelo processo denominado atresia folicular (HENDERSON; 

BRAUDE; AITKEN, 1987), o qual reduz de modo significativo a quantidade de oócitos 

potencialmente viáveis durante a vida reprodutiva das fêmeas mamíferas (FIGUEIREDO; 

RODRIGUES; AMORIM, 2002). No intuito de aproveitar de modo mais eficaz a 

população oocitária, muitos estudos estão sendo realizados visando recuperar os folículos 

ovarianos antes da atresia e cultivá-los in vitro em uma composição ideal que consiga 

promover o desenvolvimento dos mesmos (FIGUEIREDO; RODRIGUES; AMORIM, 

2002). 

 

3.2.4 População de folículos ovarianos de primatas 

DOMINGUES et al. (2004) estudaram aspectos histológicos de folículos ovarianos 

de Sapajus apella adultas, e mostraram o total médio da população de folículos pré-antrais 

de ovário direito e esquerdo, 56.938 e 49.133, respectivamente. No mesmo trabalho, 

verificaram uma percentagem média de folículos de 30, 60, 6 e 4% nos estágios: 

primordial, transição, primário e secundário, respectivamente. 

O desenvolvimento folicular em S. apella, assim como em outras espécies de 

mamíferos, apresenta um aumento significativo do número de células da granulosa em 

diferentes categorias foliculares. DOMINGUES et al. (2004) observaram que as células 
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cúbicas começam a aparecer quando o folículo apresenta cerca de 11 células na camada da 

granulosa. As células achatadas ainda estão presentes até o estágio de 15 células 

foliculares. A transformação completa foi alcançada no estágio de 16 células. 

Com relação ao diâmetro médio folicular, VAN DEN HURK; SANTOS (2009) 

destacam uma mensuração entre 30 µm de diâmetro de folículos primordiais em 

mamíferos, e DOMINGUES et al. (2004) encontraram em S. apella uma média de 16-

47µm (min-max). Em comparação com os pré-ovulatórios, estudos mostram um tamanho 

de 8-10 mm em ovelhas, 15 a >20 mm em cabras e >20 em humanos (VAN DEN HURK; 

ZHAO, 2005), e em S. apella pode chegar de 10-12 mm (NAGLE et al., 1980; 

DOMINGUES et al., 2007). 

 

3.3 CULTIVO IN VITRO DE FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS 

Os cultivos bem-sucedidos dos FOPAs de ratos se processaram em duas etapas 

(VAN DEN HURK; SANTOS, 2009), sendo que na primeira etapa estes são cultivados in 

situ, já em uma segunda etapa, os folículos são isolados e cultivados de modo 

bidimensional (CAIN; CHATTERJEE; COLLINS, 1995) ou tridimensional (ZHAO et al., 

2001). Como se sabe, a sobrevivência dos folículos pré-antrais é afetada pela composição 

dos meios de cultivo, e que os sistemas de cultivo disponíveis ainda não conseguem 

proporcionar as condições adequadas para o ótimo desenvolvimento dos mesmos in vitro 

(FIGUEIREDO; RODRIGUES; AMORIM, 2002), alguns autores vêm testando diferentes 

componentes ao meio de cultivo.  

Fatores de crescimento sintetizados pelas células foliculares atuam modulando o 

efeito dos hormônios e regulando o desenvolvimento dos folículos ovarianos, dentre eles 

podemos citar o Fator Crescimento Epidermal (EGF) que pode estar envolvido na 

foliculogênese inicial (SILVA et al., 2004). O EGF e seus receptores são expressos nos 

folículos ovarianos de caprinos em todos os estádios de desenvolvimento folicular, no 

corpo lúteo, na superfície do epitélio ovariano (SILVA et al., 2006), no oócito e células da 

granulosa de folículos, tanto nos estádios iniciais quanto avançados de seu 

desenvolvimento em humanos (BENNETT; OSATHANONDH; YEH, 1996). Estudos 

mostraram que o EGF promove a proliferação das células da granulosa de folículos pré-

antrais, induz a transição de folículos de porcas do estádio primário para secundário 

(MORBECK; FLOWERS; BRITT, 1993), além de reduzir os níveis de atresia em folículos 
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pré-antrais de bovinos cultivados in vitro e promover a ativação de folículos primordiais de 

ovinos e a manutenção da viabilidade por até seis dias de cultivo (ANDRADE et al., 2005). 

 O β-mercaptoetanol (BME) é um dos anti-oxidantes utilizados em meios de 

maturação in vitro para aumentar as concentrações intracelulares de glutationa nos oócitos 

(FUNAHASHI, 2005), zigotos (ABEYDEERA et al., 1998) e embriões (SONGSASEN; 

APIMETEETUMRONG, 2002; TAKAHASHI et al., 2002). Esse agente promove redução 

no estresse oxidativo nos FOPAs, podendo melhorar o crescimento dos mesmos em meios 

de cultivo (GUPTA; NANDI, 2010) devido armazenar os transcritos endógenos para 

enzimas anti-oxidantes durante o crescimento do oócitos, folículos e embriões; esse 

crescimento é importante por permitir as células adquirirem  a amplitude para os FOPAs se 

desenvolverem (GUERIN; EL MOUATASSIM; MENEZO, 2001; FUNAHASHI et al., 

2005). 

Os fatores de crescimento parácrinos, como proteína morfogénetica óssea 4 (BMP-

4) e BMP-7, e seus receptores, BMPR-II, BMPR-IB, e BMPR-IA, foram encontrados em 

ovários (SHIMASAKI et al., 1999). Uma mutação em BMPR-IB foi associada com uma 

taxa de ovulação aumentada em ovelhas (MULSANT et al., 2001; MONTGOMERY et al., 

2001; MONGET et al., 2002). Em camundongo, uma mutação knock-out no gene do 

BMPR-IB resulta na não expansão das células do cúmulus na hora da ovulação como 

também diminui a produção de aromatase pelas células da granulosa (YI et al., 2001). Em 

ovários de rato, são expressos níveis altos de BMP-4 e BMP-7 nas células da teca de 

folículos antrais, enquanto BMPR-IB são altamente expressos nas células da granulosa e 

nos oócitos (SHIMASAKI et al., 1999). Nas células da granulosa de folículos antrais, o 

BMP-4 e BMP-7 inibem a produção de progesterona e induz a secreção de estrógeno 

(SHIMASAKI et al., 1999; MULSANT et al., 2001; MONGET et al., 2002). Proteínas 

morfogéneticas ósseas (BMPs) são membros da superfamília do fator transformador de 

crescimento beta (TGFb) (SHIMASAKI et al., 2004). O BMP-4 promove sobrevivência 

dos oócitos e das células foliculares bem como transição de folículo primordial a folículo 

primário em ovários de rato neonatal (ERIC; MICHAEL, 2003; NILSSON; SKINNER, 

2003). No entanto, sua ação in vitro de forma precisa, sobre a ativação e desenvolvimento 

folicular, ainda não foi descrita através da quantificação de genes relacionados tais como o 

fator de crescimento de diferenciação 9 (GDF-9), proteína morfogenética medular 4 (BMP-

4), proteína morfogenética medular 15 (BMP-15), Kti-ligante (KT) e fator anti-mulleriano 

(AMH).  
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Muito se conhece sobre as fases finais da foliculogenese, mas relativamente pouco 

se sabe o início do desenvolvimento folicular, principalmente em relação ao folículo 

primordial (TANWAR; O’SHEA; MCFARLANE, 2008). O desenvolvimento de folículo 

primordial a folículo primário é considerado independente de gonadotrofina porque estes 

folículos se desenvolvem em ratos knock-out no gene dos receptores do hormônio 

estimulante folicular (FSH) (DIERICH et al., 1998). Em contraste, alguns estudos 

indicaram que o desenvolvimento de folículo primário é influenciado por gonadotrofinas, 

pois elevados níveis de LH aumentam a depleção da reserva de folículo primordial em 

ratos (FLAWS et al., 1997), assim como altas concentrações de FSH induzidas por 

ovariectomia unilateral em ratos são associadas com a diminuição do número de folículos 

primordiais (MEREDITH et al., 1992). Com base nesses estudos pode-se chegar á hipótese 

de que os fatores locais produzidos pelos ovários são responsáveis pelo desenvolvimento 

de folículos primários, e que as gonadotrofinas podem modular este processo (TANWAR; 

O’SHEA; MCFARLANE, 2008). Mais recentemente foi demonstrado que o FSH e a 

gonadotrofina do soro de égua gestante (PMSG) são fatores de crescimeto significativo 

para promover o crescimento de folículos preantrais in vitro em búfalo (GUPTA et al., 

2002) e in vivo em rato (TANWAR; O’SHEA; MCFARLANE, 2008) 

 

3.4 A FÊMEA DE Sapajus apella 

3.4.1 Taxonomia 

A espécie S. apella é um primata neotropical que pertence à infra-ordem 

Platyrrhini, superfamília Ceboidea, família Cebidae, subfamília Cebinae, gênero Sapajus 

(JESSICA, W. et al, 2012; SILVA JR, 2001; 2002). Dentro da subfamília Cebinae, o 

gênero Cebus está entre os primatas neotropicais mais importantes para a pesquisa 

biomédica, incluindo reprodução, neurofisiologia, imunologia e virologia (HEARN, 1994). 

 

3.4.2 Biologia 

A espécie Sapajus apella, conhecida popularmente como macaco-prego (Fig. 3), 

está dentro do grupo de primatas neotropicais (Família Cebidae) mais diversificado e 

populoso, com distribuição em habitats tropicais das Américas Central e do Sul 

(FLEAGLE, 1999; JESSICA, W. et al, 2012, SILVA JR, 2001; 2002). Os cebídeos 

(pertencentes à Família Cebidae) se destacam pela sua ampla utilização nas pesquisas 

científicas, por meio de análises comportamentais (PHILLIPS et al., 1992; OETTING et 
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al., 1994; LINN et al., 1995), utilização em terapias e estratégias de prevenção de doenças 

(CLARKSON, 1976) e nas pesquisas biomédicas como um modelo experimental 

(VAUGHAN, 1985; NOWAK, 1991; REDFORD, 1992; HEARN, 1994; FRAGASZY;  

ADAMS-CURTIS, 1998). 

 Esta espécie é caracterizada por apresentar porte médio, com peso de 

aproximadamente 3,5 kg nos machos adultos e cerca de 2,5 kg nas fêmeas adultas (DINIZ, 

1997; SILVA JR, 2001; 2002). A pelagem do corpo é curta, com textura sedosa e 

tonalidade amarela, marrom e preta (DINIZ, 1997; SILVA JR, 2001; 2002). 

 

Figura 3 – Representante da espécie Sapajus apella. 
Acessado em 25 de Outubro de 2011. 
(Fonte:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3f/Macaco-prego_Manduri_151207_15.JPG). 
 

 

 

 A maturidade sexual em S. apella é atingida aos quatro anos nas fêmeas e aos sete 

anos nos machos (FRAGASZY; ADAMS-CURTIS, 1998). O tempo da gestação varia 

entre 153 a 160 dias (WRIGHT; BUSH, 1977). No ambiente natural, formam grupos de 8 a 

16 indivíduos com um ou mais machos (AURICCHIO, 1995). Em cativeiro, esta espécie é 

considerada de fácil manutenção, podendo se reproduzir anualmente (DE LUCA, 1990), 

além de apresentar atividade reprodutiva até os 25 anos e alcançar os 44 anos de idade 

(FRAGASZY; ADAMS-CURTIS, 1998). 
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3.4.3 Aspectos gerais da fisiologia reprodutiva 

 As fêmeas de S. apella apresentam ciclo menstrual, com média de 18 a 21 dias 

(WRIGHT; BUSH, 1977; NAGLE et al., 1979; LINN et al., 1995). A ovulação ocorre 

entre os dias 8-11 do ciclo (NAGLE et al., 1980; DOMINGUES, et al., 2007). A descrição 

das fases do seu ciclo menstrual foi obtida pela utilização de citologia vaginal (Wright; 

Bush, 1977; LINN et al., 1995; MARTINS, 2004), por parâmetros comportamentais 

(LINN et al., 1995), pela determinação das concentrações plasmáticas de hormônios 

ovarianos (NAGLE et al., 1979) e mais recentemente pela ultra-sonografia (US) (ORTIZ et 

al., 2005). 

NAGLE et al. (1979; 1980) avaliaram as distribuições das fases do ciclo menstrual 

de S. apella, relacionando as concentrações de 17_-estradiol (E2) e de progesterona (P4) 

no plasma sanguíneo. Esses autores descreveram que a concentração plasmática de E2 

aumenta gradativamente conforme o crescimento do folículo dominante, ocorrendo um 

pico deste hormônio (503,3 ± 30,6 pg/mL) entre os dias 7-10 do ciclo (fase folicular). A 

concentração plasmática de P4 na fase folicular fica baixa durante este período (2,1-10 

ng/mL). Na fase luteal subseqüente, a qual possui 12-13 dias, os valores plasmáticos de E2 

atingem a sua menor concentração (53, 6 ± 5,1 pg/mL) cinco dias após o seu pico e a 

concentração de P4 começa a aumentar 12 h após o pico de E2, atingindo valores entre 12-

15 ng/mL dentro de 24 h e alcança o valor máximo de 66,9 ± 5,6 ng/mL seis dias após o 

pico de E2. Um dia antes de acontecer a menstruação (fase menstrual), ocorre um declínio 

abrupto das concentrações plasmáticas de P4 e E2, quando estes retornam para os seus 

valores basais. 

A ovulação de um único folículo em S. apella ocorre dentro de 10-24 h (18,1 ± 0,9 

h) após o pico de E2 (NAGLE et al., 1980). Utilizando a US transabdominal 2D, foi 

descrito que a ovulação acontece quando o diâmetro médio do folículo ovulatório alcança 

8-9 mm (variação de 6,4 a 9,6 mm) (ORTIZ et al., 2004, 2005; DOMINGUES, 2005), 

sendo que o folículo dominante de 5,0 mm leva de um a cinco dias para atingir o seu 

diâmetro máximo (ORTIZ et al., 2005). Este parâmetro é importante para se estimar o 

provável dia da ovulação em fêmeas de S. apella. 

 

3.4.4 O que já foi realizado de moifopa em Sapajus apella 

Pouco progresso sido observado em cultivos para crescimento de folículos 

primordiais ou primários (Ovelhas (CECCONI et al., 2004), cabras (RODRIGUES et al 



 25

2005; 2006) e em macaco rhesus (JIN et al., 2010)),  mas foram  obtido sucesso quando 

cultivado folículos secundários de macaca rhesus (RICHARD et al., 2005; XU et al., 2009; 

2010)   

NAYUDU; WU; MICHELMANN (2003) relataram pela primeira vez protocolos 

de cultivo de folículos pré-antrais em primatas neotropicais, a partir de fragmentos de 

córtex ovariano e folículos isolados de C. jacchus. Após o cultivo dos folículos pré-antrais, 

os que formaram antro in vitro foram puncionados, e os oócitos recuperados foram 

submetidos à MIV. Nos oócitos obtidos após o cultivo dos folículos pré-antrais isolados, 

ocorreu o rompimento da vesícula germinativa e extrusão do primeiro corpúsculo polar. 

Em Sapajus apella, foi descrito o isolamento de folículos pré-antrais (FOPA) 

utilizando-se um tissue chopper. A partir desta técnica, foi possível obter 500.000 folículos 

pré-antrais com diâmetro variando de 11,6 a 27,8 µm. Estes folículos pré-antrais se forem 

devidamente cultivados in vitro, podem disponibilizar uma grande quantidade de oócitos 

para estudos de MIV e FIV (DOMINGUES et al., 2003), evitando-se o uso de técnicas 

invasivas como a laparotomia e laparoscopia. No entanto em S. apella não foi encontrado 

nenhum trabalho com cultivo de folículos pré-antrais. 
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4 VALIDAÇÃO DE GENES DE REFERÊNCIA PARA O TECIDO OVARIANO DE 
MACACAS-PREGO (Sapajus apella). 
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Resumo 

Embora a criopreservação esteja ganhando aplicação rotineira, não há tradição em 

estudos que relatam o efeito da exposição a crioprotetores ou simplesmente hipoxia e 

hipotermia sobre a expressão gênica no tecido ovariano. Dessa forma, o objetivo do 

presente estudo foi investigar a estabilidade de três genes de referência no tecido ovariano 

de macacas-prego (Sapajus apella). Para este fim, biópsias ovarianas a fresco e tratadas 

foram usadas. Tecidos ovariano à fresco e expostos a crioprotetor foram submetidas à 

extração de RNA total e síntese de cDNA. Após a amplificação do cDNA por PCR em 

tempo real, o GeNorm, Bestkeeper e Normfinder software foram utilizados para avaliar a 

estabilidade da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), hipoxantina 

fosforibosiltransferase 1 (HPRT1) e proteína ligante TATA-box (TBP). Os resultados 

demonstraram que, no tecido ovariano de macacas-prego, HPRT1 e TBP foram os genes 

de referência mais adequado e, portanto, poderiam ser usados como parâmetros para 

normalizar os dados em estudos futuros. Em contraste, a GAPDH apareceu como o gene 

menos estável entre os genes de referência testadas. Em conclusão, HPRT1 e TBP são os 

genes de referência mais estáveis em tecido ovariano de macacas-prego à fresco ou 

exposto crioprotetor. 

 

Palavras-chave: GAPDH, HPRT1, RIT, genes expressos de forma estável, qRT-PCR, 

tecido ovariano 
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Introdução 

Embora a criopreservação esteja ganhando aplicação rotineira, não há tradição em 

estudos que relatam o efeito da exposição a crioprotetores ou simplesmente hipoxia e 

hipotermia sobre a expressão gênica no tecido ovariano. Com exceção de um estudo sobre 

a expressão de GAPDH em tecido ovariano vitrificados (Isachenko et al., 2009), não há 

outros estudos, que fazem referência a quantificação geninica, e comparações entre 

normóxia, hipóxia, hipotermia e com condições  tóxicas. 

Níveis de expressão gênica em tecidos e células podem ser medidos por transcrição 

reversa quantitativa PCR (qRT-PCR). Como meios para calcular a expressão relativa de 

genes-alvo, os genes de referência são usados como controles internos, porque eles são 

tidos como expressos de forma estável e não regulado por condições experimentais ou 

patológicas. No entanto, genes de referência podem variar em expressão genica, e a 

utilização de genes não suficientemente estável pode resultar em dados errados (Hugget et 

al., 2005). 

O gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é tradicionalmente usado como 

um gene de referência. No entanto, a transcrição de GAPDH em células-tronco adiposas 

sob hipóxia (Fink et ai., 2008) e no tecido do ovário submetidos a vitrificação seja instável 

(Isachenko et al., 2009). Por outro lado, hipoxantina fosforribosil-transferase 1 (HPRT1) é 

um gene de referência adequados para estudos de isquemia em astrócitos (Gubern et al., 

2009). Finalmente, proteína ligante TATA-box (TBP) foi indicado como um gene de 

referência adequado para estudos relacionados ao câncer de ovário (Li et al., 2009) e 

desenvolvimento gonadal (Svingen et al., 2009). 

O objetivo do trabalho foi determinar genes de referência para qRT-PCR em tecido 

ovariano de macacas-prego (Sapajus apella) submetidos à hipóxia, hipotérmia e a tóxicos. 

Os software GeNorm, BestKeeper e NormFinder foram usados para determinar os genes 

mais estáveis. 
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Material e Métodos 

 

Animais 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Loca em Pesquisa Animal 

(no.029/2009/CEPAN/IEC/SVS/MS) e pelo Instituto Brasileiro de Vida Selvagem e Meio 

Ambiente (IBAMA). Oito ovários de fêmeas de macaco-prego saudáveis e sexualmente 

maduras (8 – 12 anos de idade, faixa de peso: 1.9 – 2.8 Kg) foram selecionados para nosso 

estudo. A dieta diária das fêmeas consistiu de frutas frescas e  de ração comercial 

peletisada (FOXY Júnior Supremo, proteína bruta 28%; Provimi, São José dos Pinhais, 

Paraná, Brasil). Leite, vitaminas, minerais, e ovos foram fornecidas uma vez por semana. 

Água de torneira à vontade foi disponíveis. As fêmeas foram mantidas em ambientes 

fechados sob fotoperíodo natural e alojadas individualmente em gaiolas (80 x 90 x 80 cm) 

no Centro Nacional  de primatas, Ananindeua, Pará, Brasil. 

 

Coleta de tecido ovariano 

Todos os procedimentos foram realizados sob anestesia geral. Cada animal foi 

anestesiado com cloridrato de cetamina (10 mg / kg; IM; vetanarcol, Koning SA, 

Avellaneda, Argentina) e cloridrato de xilazina (1 mg / kg; IM; kensol, Koning SA). As 

fêmeas foram colocados em decúbito dorsal e biópsias dos ovários foram coletadas por 

laparoscopia exploratória. Para isso, uma incisão na pele na linha média ventral foi feita 

para ter acesso aos ovários, tal como descrito por Domingues et al. (2007). A partir de cada 

ovário, um fragmento (controle) foi imediatamente retirado armazenado em  40 µL de 

RNAlater® (AMBIOM, fabricado por Applied Biosystems) e estocado a -20ºC até a 

extração de RNA. Outros dois fragmentos (tratamentos) foram submetidos à hipóxia e 

hipotermia (HH) por 20 min a 20 º C, em meio de cultivo de tecido simples (HH) ou 

adicionados de  4M  de etileno glicol  (HHT). 

 

Extração de RNA e síntese de cDNA 

O RNA total foi extraído usando o Trizol reagente (Invitrogen, Carlsbad, CA). A 

concentração de RNA foi estimada pela leitura da absorbância a 260 nm e foi verificada a 

pureza a 280 nm em espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample, 

NanoDrop, Wilmington, DE). Para cada amostra, as concentrações de RNA foram 

ajustados para 45 ng / µL e usado para sintetizar o cDNA. A transcrição reversa foi 
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realizada num volume total de 20 µL, composto 10 µL de amostra de RNA, 2 µL tampão 

RT, 0,8 µL mistura de dNTP (100 mM), 2 µL Primers aleatórios RT, 1 µL MultiScribe™ 

transcriptase reversa, 1 µL inibidor de RNase e 3,2 ul de água ultra-pura (High Capacity 

Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). A mistura foi incubada a 

25 ºC por 10 min, 37 ºC por 120 min, 85 ºC por 5 e 4 ºC por 8 min, e finalmente, 

armazenada a -20 ºC. O controle negativo foi preparado nas mesmas condições, mas sem a 

adição do ácido nucleico. 

 

PCR e determinação da estabilidade gene 

Para identificar os genes de referência mais estável nos tecidos ovariano de 

macacas-prego, as quantificaçõe de mRNA para gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH),  hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (HPRT1) e proteína ligante TATA-box  

(TBP) foram conduzidas com o uso de SYBR Green. As Reações do cDNA no PCR 

consistiram de desnaturação inicial e ativação da polimerase nos seguintes estágios: estágio 

1 - 2 min a 50 ºC, estágio 2 - 10 min a 95 ºC, estágio 3 - 45 ciclos de 15 s a 95 ºC, 15 seg a 

58 ºC, 45 seg a 60 ºC (extensão e Leitura dos dados), estágio 4 - 15 s a 95 ºC,  1 min a 60 

ºC e 15 s a 95 ºC, realizadas em termociclador em tempo real (ABI PRISM 7500 Real 

Time PCR system, Applied Biosystems). Os primers escolhidos para as amplificações dos 

póssiveis genes de referência são apresentados na Tabela 1. 

 

Análise dos dados e estatísticas 

As análises dos dados foram realizadas utilizando o pacote de software GeNorm 

(Vandersompele et al., 2002), BestKeeper pacotes (Pfaffl et al., 2004) e NormFinder 

(Andersen et al., 2004). O algoritmo GeNorm baseia-se no princípio de que a relação de 

expressão de dois genes de referência ideal seja idêntica em todas as amostras, 

independentemente da condição experimental. O programa aplica um algoritmo estatístico 

para calcular o valor da estabilidade média (M) de cada gene candidato verificando a 

variação média de pares (V) para cada gene. Os genes de referência são então classificados 

por exclusão gradual do gene com a mais alta estabilidade média. Os genes com a menor 

estabilidade média são considerados mais estáveis. BestKeeper usa valores Ct, em vez de 

quantidades relativas e emprega medida diferente da estabilidade expressão. BestKeeper 

calcula um coeficiente de correlação de Pearson para cada par de genes de referência 

candidatos. Todos os genes de referência altamente correlacionadas são então combinados 
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em um fator de normalização, através do cálculo da média geométrica. NormFinder gera 

uma medida similar de estabilidade, um valor mais baixo implica em uma maior 

estabilidade na expressão gênica como descrito por Andersen et al. (2004). valores  de P 

inferiores a 0,05 foram considerados significativos. 

 

Resultados e Discussão 

A análise do cDNA, determinando estabilidade da expressão dos genes em tecido 

ovariano a fresco (normóxia) e tratado (hipóxia, hipotermia e a tóxicos) de macacas-prego. 

Hipóxia, hipotermia e toxicidade não afetaram a expressão de GAPDH, HPRT1 e TBP. No 

entanto, houve uma grande variabilidade na expressão relativa de GAPDH (Fig. 1). 

Usando GeNorm, uma exclusão gradual dos genes instáveis e subsequente 

recálculo dos valores médios de M resultaram em uma classificação dos genes. Tendo 

como base valores médios de M foi determinado dois genes mais estáveis (HPRT e TBP; 

M <0,04) e que lideram a classificação (Fig. 2A). Após a eliminação gradual do gene 

menos estável (GAPDH), recomendamos o uso de HPRT1 e TBP. A análise do GeNorm 

revelou que a variação (V) do valor  para o par de matrizes V2 / 3 foi de 0,017, o que é 

muito abaixo do valor de corte de 0,15 (Fig. 2B). Portanto, a inclusão de um gene de 

referência adicional não é necessário (Vandersompelle et al., 2002) e o uso de dois genes 

foi suficiente para uma referência estável e válida em qRT-PCR. 

Em relação ao software BestKeeper, calcula-se o desvio padrão do gene de 

referência (SD) com base em valores brutos (CT), independentemente da eficiência da 

amostra. O gene com o menor SD é considerado o mais estável. Mais uma vez, temos 

observado que HPRT1 e TBP foram os genes expressos de forma mais estável, enquanto 

GAPDH apresentou um SD maior que 1 (Tabela 2), o que caracteriza um gene instável 

(Seul et al., 2011). 

NormFinder é uma abordagem baseada em um modelo para estimar a variação de 

expressão (Andersen et al., 2004). A constatação mais evidente a partir da análise 

NormFinder foi qua a expressão de GAPDH é instável em todas as condições 

experimentais, o que confirma a sua ineficácia como gene de referência. Os valores de 

estabilidade são apresentados na Tabela 2. Baseando-se em NormFinder, o valor de 

estabilidade para melhor combinação de HPRT1 e TBP foi 0,008. Embora os dados de 

classificação diferiram entre BestKeeper e NormFinder, em ambos os testes, os genes 

HPRT1 e TBP foram selecionados como mais estáveis. Variação na classificação quando 
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se usa diferentes programas foi mostrado anteriomente (Seul et al., 2011). Como a nossa 

intenção foi definir os dois genes mais estáveis, uma classificação usando a média das três 

análises foi desnecessária. 

Embora muitas vezes o GAPDH tenha sido usado como um gene de referência em 

folículos ovarianos pré-antrais, sua falta de estabilidade tem sido descrita (Frota et al., 

2011). Sob baixa tensão de oxigênio, a transcrição do GAPDH pode ser induzida pelo 

factor induzível por hipóxia1 (HIF-1), levando à sua expressão instável (Foldager et al., 

2009). Li et al. (2009) também relataram a inadequação do GAPDH como gene de 

referência no estudo de câncer da serosa ovário humano. No presente estudo, não apenas o 

tratamento hipóxico afetou a expressão de GAPDH, mas também a exposição do tecido 

ovariano a uma solução de vitrificação. Na verdade, Isachenko et al. (2009) relataram que 

a vitrificação afeta a expressão de GAPDH no tecido ovariano. 

Temos observado que HPRT1 foi expresso de forma estável, independentemente da 

hipóxia, hipotérmia e toxicidade. Li et al. (2009) têm mostrado que a expressão do HPRT1 

é mais estável do que  o GAPDH no ovário humano. Além disso, Meldgaard et al. (2006) 

descobriram que HPRT1 é um gene de referência adequados para estudos de isquemia, que 

explicam a sua adequação em nosso estudo. TBP também tem sido descrito como um gene 

de referência apropriado para ovário humano (Li et al., 2009), placenta de ratos (Lucas et 

al., 2011) e condrócitos expostos à hipóxia (Foldager et al., 2009). TBP é um fator de 

iniciação basal de transcrição que é universalmente conservada nas espécies eucarióticas 

(Kopitz et al., 2009). Além disso, tanto o TBP quanto o HPRT1 têm uma diversificada 

gama de funções celulares, o que torna a ocorrência de uma alteração na expressão genica 

inesperada (Lucas et al., 2011). 

Em conclusão, recomendamos o HPRT1 e o TBP como genes de referência para 

análises de qRT-PCR de tecido ovariano de macacas-prego. O GAPDH deve ser evitado 

como gene de referência para o tecido ovariano em hipóxia, hipotérmia e toxicidade. Nas 

próximas análises de qRT-PCR de tecido ovariano criopreservado, o uso de HPRT1 e de 

TBP como genes de referência consiste na estratégia de normalização mais confiável. 
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Legendas das Figuras 

 

Figura 1. Níveis de expressão relativa dos genes de referência comparando o controle e os 

tratamentos (HH: hipóxia e hipotermia; HHT: hipóxia, hipotermia e toxicidade ao 

crioprotetor). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Controle 

HH 

HHT 
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Figura 2. Valor da estabilidade média (M) da expressão dos possíveis genes referência (A) 

e variação (V) em pares entre os factores de normalização sequenciais(B).

      
      
      

  Genes menos estáveis             Genes mais estáveis 
estáveis 

Valores médios da estabilidade de expressão do genes 
controles 

  Variações dos pares 
 

Determinação do número ideal de genes controle para a 
normalização 
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Tabela 1. Pares de primers utilizados na PCR em tempo real para quantificação de genes de referência no tecido ovariano de maca-prego. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Tabela 2. Ordem de classificação dos genes candidatos a gennes de referência em tecido ovariano de maca-prego. 

 BestKeeper NormFinder 
1 TBP (0.88) HPRT1 (0.005) 
2 HPRT1 (0.90) TBP (0.011) 
3 GAPDH (1.24) GAPDH (0.015) 
 

 

 

Gene 
 

no. de acesso 
 

Primer iniciador 
 

Primer reverso 
 

GAPDH 
 

NM_002046.3 
 

5’-CCCATCACCATCTTCCAGG 
 

3’- GAGCCCCAGCCTTCTCC 
 

HPRT1 
 

NM_000194.2 
 

5’- TTATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT 
 

3’- TCCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTATAGC 
 

TBP 
 

NM_003194.2 
 

5’- TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA 
 

3’- CACATCACAGCTCCCCACCA 
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Resumo 

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um sistema de cultivo in vitro, em 

curto prazo para a ativação e crescimento de folículos pré-antrais de macaca-prego. Para 

isso, o tecido ovariano de quatro fêmeas foi coletado e dividido em nove pedaços de 1 

mm3. Um fragmento ovariano (grupo controle) foi imediatamente dividido em dois 

pedaços, os quais foram destinados para análise da viabilidade por sonda de fluorescência 

(iodeto de propídio e Hoechst) ou por RT-PCR (AMH, BMP4, BMP15, CTGF, GDF9 e 

KL). Os 8 fragmentos restantes foram individualmente cultivados in vitro em um meio 

constituído de TCM suplementado com 100 ng/mL EGF (T1), com adição de 10 µM de 

BME (T2), 100 ng/mL de BMP4 (T3), 25 IU de PMSG (T4), 10 µM de BME e 100 ng/mL 

de BMP4 (T5), 10 µM de BME, 25 IU de PMSG (T6), 100 ng/mL de BMP4, 25 IU de 

PMSG (T7) ou 10 µM de BME, 100 ng/mL de BMP4, 25 IU de PMSG (T8). Depois do 

cultivo in vitro, todos os tratamentos resultaram em percentagens semelhantes de folículos 

pré-antrais viáveis. Após o cultivo in vitro, todos os tratamentos alcançaram percentuais 

similares da viabilidade de folículos pré-antrais. Os tecidos ovarianos cultivados na 

presença de EGF + BME + BMP4 + PMSG (T8) resultaram em um aumento da taxa de 

ativação e crescimento folicular quando comparado com outros tratamentos, bem como na 

regulação por AMH, BMP15 e GDF9, marcadores específicos do desenvolvimento 

folicular. 

 

 

Palavras-chave: folículos pré-antrais, macacos-prego, iodeto de propídio, qRT-PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 40

1. Introdução 

O avanço nas tecnologias reprodutivas tem sido focado na melhoria da qualidade de 

vida humana e da economia, melhorando a fertilidade masculina e feminina e aumentando 

da produção animal, respectivamente. Essas tecnologias incluem o desenvolvimento in 

vitro de folículos pré-antrais, onde a grande maioria dos oócitos são encontrados. No 

entanto, essas tecnologias estão pouco desenvolvida em primatas não-humanos (Xu et al., 

2011). 

Uma das técnicas mais promissoras consiste no cultivo in vitro de folículos 

ovarianos pré-antrais (Figueiredo et al., 2011). Os folículos pré-antrais podem ser 

cultivados inclusos em tecido ovariano ou isolados. O primeiro tem a vantagem de manter 

os folículos dentro de uma estrutura tridimensional e em contato direto com as células do 

estroma. O desenvolvimento folicular in vitro pode ser avaliado por parâmetros 

morfológicos, caracterizando os folículos de acordo com seu estágio de desenvolvimento. 

Portanto, os cálculos das taxas de folículo primordial, folículo primário e folículo 

secundário consistem em um método comumente utilizado para quantificar a ativação e o 

desenvolvimento folicular in vitro. No entanto, é importante salientar que não só a 

morfologia, mas também a funcionalidade dos folículos deve ser avaliada. Embora o uso 

de marcadores de viabilidade, como o iodeto de propídio, apareça como uma ferramenta 

para ajudar na avaliação folicular, apenas a análise molecular infere sobre a função dos 

folículos ovarianos pré-antrais (FOPAS). Como marcadores essenciais, fatores de 

crescimento, especificamente envolvidos no desenvolvimento folicular podem ser usados. 

Ativação folicular, ou seja, a transição do estágio de folículo primordial para 

folículo primário é regulada por fatores de crescimento ovariano, entre eles o fator de 

célula-tronco ou c-Kit ligante (KL). O KL é expresso nas células da granulosa (Manova et 

al., 1993) e está envolvido no início do crescimento do oócito (Klinger e De Felici 2002). 

Tem sido demonstrado que KL é importante para a ativação de folículos primordiais 

(Nilsson et al., 2001). O hormônio Anti-Mülleriano (AMH) é expresso nas células da 

granulosa na transição de folículo secundário para folículo antral inicial e pode ser usado 

como um marcador do desenvolvimento folicular (Nilsson et al., 2011). O Fator de 

Diferenciação do Crescimento 9  (GDF9) e proteína morfogenética óssea 15 (BMP15) são 

ambos expressos exclusivamente pelo oócito durante o desenvolvimento folicular (Paulini 

e Melo, 2011). BMP4, por sua vez, é expresso em células da teca, mas não em células da 

granulosa (Yamashita et al., 2011). Finalmente, o fator de Crescimento do Tecido 
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Conjuntivo (CTGF) é um regulador parácrino da mitose, expresso nas células do estroma e 

da granulosa (Harlow et al, 2002). Sua expressão pode informar a qualidade do estroma 

ovariano durante o cultivo in vitro. 

Para desenvolver um sistema de cultivo in vitro, é importante definir a composição 

do meio. Para isso, um cultivo de folículo in vitro a curto prazo (24 horas) é adequado para 

uma primeira triagem. Entre todos os fatores que podem complementar um meio de cultivo 

de folículos pré-antrais, o fator de crescimento epidérmico (EGF) aparece como um 

composto necessário (Silva et al., 2004). Sobre os riscos de isquemia e estresse oxidativo 

subsequentes durante o cultivo, a suplementação do meio com um agente antioxidante 

pode melhorar a sobrevida folicular. Em um estudo recente, o beta-mercaptoetanol (BME) 

foi utilizado com sucesso no cultivo de folículos pré-antrais de búfalo (Gupta e Nandi, 

2010). A proteína morfogenética medular 4 (BMP-4) aumenta os níveis basais de estradiol 

(Yamashita et al., 2011), que afetam o desenvolvimento folicular pré-antrais in vitro. Uma 

fonte de gonadotrofina no meio de cultivo também é crucial. Portanto, o uso de 

gonadotrofina do soro de égua gestante (PMSG), que tem a função de FSH e LH pode 

melhorar o desenvolvimento folicular. 

Nosso objetivo foi desenvolver um meio de cultivo para folículos pré-antrais de 

macacas-prego. A viabilidade folicular foi avaliada usando marcadores fluorescentes. O 

desenvolvimento folicular foi avaliado não apenas por alterações morfológicas, mas 

também pela expressão de genes que codificam AMH, BMP4, BMP15, CTGF, GDF9 e 

KL. 
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2. Material e Métodos 

2.1 Produtos químicos 

A não ser que seja mencionado, todos os produtos químicos utilizados no presente 

estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA). 

 

2.2. Animais 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Loca em Pesquisa Animal 

(nº.029/2009/CEPAN/IEC/SVS/MS) e pelo Instituto Brasileiro de Vida Selvagem e Meio 

Ambiente (IBAMA). Oito ovários de fêmeas de macaca-prego saudáveis e sexualmente 

maduras (8 – 12 anos de idade, faixa de peso: 1.9 – 2.8 Kg) foram selecionados para nosso 

estudo. A dieta diária das fêmeas consistiu de frutas frescas e de ração comercial peletizada 

(FOXY Júnior Supremo, proteína bruta 28%; Provimi, São José dos Pinhais, Paraná, 

Brasil). Leite, vitaminas, minerais, e ovos foram fornecidos uma vez por semana. Água de 

torneira à vontade foi disponível. As fêmeas foram mantidas em ambientes fechados sob 

fotoperíodo natural e alojadas individualmente em gaiolas (80 x 90 x 80 cm) no Centro 

Nacional de primatas, Ananindeua, Pará, Brasil. 

 

2.3. Coleta de tecido ovariano 

Todos os procedimentos foram realizados sob anestesia geral. Cada animal foi 

anestesiado com cloridrato de cetamina (10 mg / kg; IM; vetanarcol, Koning SA, 

Avellaneda, Argentina) e cloridrato de xilazina (1 mg / kg; IM; kensol, Koning SA) e 

mantidos sob anestesia inalatória (Halotano à 2%). As fêmeas foram colocadas em 

decúbito dorsal e biópsias dos ovários foram coletadas por laparoscopia exploratória. Para 

isso, uma incisão na pele na linha média ventral foi feita para ter acesso aos ovários, tal 

como descrito por Domingues et al. (2007). Para obter as amostras de tecido ovariano, 

usamos uma técnica ¨trap door¨ modificada (Santana et al., 2012). Resumidamente, foi 

realizado uma incisão circular de 1 mm de profundidade na superfície do tecido ovariano e 

um fragmento da cortical ovariana foi retirado utilizando uma lâmina Nº. 15 (Paramount 

Surgimed LTDA-New Delhi, Delhi, India). Não foi necessário realizar sutura na superfície 

do ovário, pois a hemostasia foi realisada pressionando suavemente uma gaze embebida 

com solução salina 0,9% (15 º C) na área de incisão.  
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2.4. Delineamento experimental 

Foi realizado biópsias em oito ovários, as biópsias do córtex ovariano foram 

divididas em nove fragmentos de 1 mm³. Após a conclusão do procedimento, um 

fragmento do ovário (controle) foi imediatamente dividido em duas partes iguais, uma 

parte foi submetida ao isolamento folicular e a análise de viabilidade, e a outra metade foi 

armazenado em 40 µl de RNAlater® (AMBIOM, fabricado por Applied Biosystems) e 

estocado a -20 ºC até a extração de RNA. Os oito fragmentos restantes foram cultivados in 

vitro individualmente.  

 

2.5. Cultivo in vitro 

Os fragmentos do córtex ovariano foram colocados em placas de 24 poços contendo 

1 ml de meio e cultivado por 24 horas. O meio de cultivo básico, tombem denominado de 

tratamento 1 (T1), foi constituído de TCM 199-Bicarbonato (pH 7,2-7,4) suplementado 

com 0,23 mM de piruvato, 100 ng/ml de Fator Crescimento Epidermal (EGF); 10% de 

Soro Fetal bovino; 50 µg/ml de Gentamicina, T2: meio de cultivo básico + 10 mM BME , 

T3: meio de cultivo básico + 100 ng / mL BMP4, T4: meio de cultivo básico + UI 25 de 

PMSG, T5: meio de cultivo básico +10 mM BME + 100 ng / ml BMP4, T6: meio de 

cultivo básico +10 mM BME + 25 UI PMSG, T7: meio de cultivo básico +100 ng / ml 

BMP4, 25 UI PMSG e  T8: meio de cultivo básico + 10 mM BME + 100 ng / ml BMP4 + 

25 UI PMSG (Figura 1). Depois do cultivo in vitro, todos os fragmentos foram divididos 

em duas partes iguais e submetidos ao isolamento folicular ou qRT-PCR. 

 

2.6. Isolamento folicular 

O isolamento folicular foi realizada de acordo com Santos et al. (2006a). Em 

resumo, depois de três lavagens em meio estéril, os fragmentos do ovário foram colocados 

em tubos de 2 ml, contendo 500 µl de TCM com Hepes, 200 UI / ml de penicilina, 

estreptomicina e 200 mg / ml, e foi completamente fragmentado com auxílio de uma 

tesoura. Os fragmentos foram homogeneizados 40 vezes em 3 ml de meio em um tubo de 

poliestireno utilizando um pipetado automático de 1000 µl,  para separar os folículos. Este 

homogeneizado foi filtrado através de uma malha de nylon de 100 µm. Os folículos 

esféricas inferiores a 100 µm de diâmetro foram coletados sob um estereomicroscópio e 

transferidos para um novo tubo contendo TCM com tampão Hepes. 

 



 44

2.7. Avaliação da viabilidade dos folículos pré-antrais 

Os folículos isolados foram incubados em TCM com tampão Hepes adicionado de 

1% de albumina sérica bovina, iodeto de propídio e Hoechst 33342 por 10 min a 37 ° C 

para detectar a viabilidade folicular e permitir a contagem dos núcleos, respectivamente. 

Depois do período de incubação foram montadas lâminas de vidro com 30 µl da mistura e 

examinados em microscopia de epifluorescência equipado com uma câmera digital. Os 

oócitos e células da granulosa foram classificados como degenerados quando a cromatina 

foi corada positivamente por iodeto de propídio, e como viável quando cromatina não foi 

corada com iodeto de propídio. Os percentuais de células da granulosa viáveis foram 

calculados em relação ao número total de núcleos positivos ao Hoechst. Folículos com 

ovócitos viáveis e cercados por ≥ 90% de células da granulosa viáveis  foram considerados 

viáveis (Santos et al., 2006). 

 

2.8. Ativação folicular e crescimento 

Ativação folicular foi caracterizada de acordo com Silva et al. (2006). 

Resumidamente, o número de folículo primordial ou em desenvolvimento (primário e 

secundário) em cada fragmento foi calculado antes do cultivo (hora 0) e após 24 horas de 

incubação em estufa de CO2, a temperatura de 37 ºC, em diferentes meios cultivo. Além 

disso, foi realizada a classificação e contagem dos folículos pré-antrais antes e depois do 

cultivo. Os estágios de desenvolvimento dos folículos viáveis foram classificados com base 

na morfologia das células da granulosa em torno do folículo: (1) Primordial: oócito 

rodeado por uma camada de células achatadas da pré-granulosa; (2) primário: oócito 

rodeado por uma camada de células da granulosa cuboides; (3) secundário: oócito rodeado 

por duas ou mais camadas de células cuboides da granulosa. 

 

2.9. Extração de RNA e síntese de cDNA 

O RNA total foi extraído usando o Trizol reagente (Invitrogen, Carlsbad, CA). A 

concentração de RNA foi estimada pela leitura da absorbância a 260 nm e foi verificada a 

pureza a 280 nm em espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample, 

NanoDrop, Wilmington, DE). Para cada amostra, as concentrações de RNA foram 

ajustados para 45 ng / µl e usado para sintetizar o cDNA. A transcrição reversa foi 

realizada num volume total de 20 µl, composto 10 µl de amostra de RNA, 2 µl tampão RT, 

0,8 µl mistura de dNTP (100 mM), 2 µl primers aleatórios RT, 1 µl MultiScribe™ 
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transcriptase reversa, 1 µl inibidor de RNase e 3,2 µl de água ultra-pura (High Capacity 

Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). A mistura foi incubada a 

25 ºC por 10 min, 37 ºC por 120 min, 85 ºC por 5 min e 4 ºC por 8 min, e finalmente, 

armazenada a -20 ºC. O controle negativo foi preparado nas mesmas condições, mas sem a 

adição do ácido nucleico. 

 

2.10. PCR e determinação da estabilidade gene 

A qPCR  foi realizada utilizando um termociclador (ABI PRISM 7500 Real Time 

PCR system, Applied Biosystems). Os primers escolhidos para realizar a amplificação dos 

diferentes genes são apresentados na Tabela 1. A eficiência da amplificação foi 

determinada utilizando o pacote de software  LinRegPCR (Ruijter et al., 2010). Os dados 

foram analisados utilizando a eficiência corrigida do método Delta-Delta-Ct (Pfaffl, 2001). 

Os valores de amplificação dos genes que codificam AMH, BMP4, BMP15, CTGF, GDF-

9, KL foram normalizados utilizando a média geométrica dos valores de amplificação dos 

dois genes de referência: HPRT1 e TBP (Brito et al, 2012). As reações de amplificação por 

PCR consistiu de desnaturação inicial e ativação da polimerase nos seguintes estágios: 

estágio 1 - 2 min a 50 ºC, estágio 2 - 10 min a 95 ºC, estágio 3 - 45 ciclos de 15 s a 95 ºC, 

15 seg a 58 ºC, 45 seg a 60 ºC (extensão e Leitura dos dados), estágio 4 - 15 s a 95 ºC,  1 

min a 60 ºC e 15 s a 95 ºC realizado em termociclador em tempo real (ABI PRISM 7500 

Real Time PCR system, Applied Biosystems) 

 

2.11. Análises de dados e estatística 

A viabilidade dos oócitos e das células da granulosa foram analisadas pelo teste 

qui-quadrado, e os números totais de núcleos por folículo foram comparados por ANOVA 

one-way. Os dados moleculares foram calculados utilizando-se ANOVA e teste t não 

pareado. Em todos os casos, os testes estatísticos foram realizados usando o software Prism 

4 (GraphPad). As diferenças foram consideradas significativas quando P <0,05. Todos os 

dados são apresentados em média ± SEM, os erros padrões foram calculados a partir da 

variância entre as amostras. 
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3. Resultados 

3.1. Viabilidade folicular, ativação e crescimento 

No total, a viabilidade de 499 folículos pré-antrais (pelo menos 50 por tratamento) 

foram examinadas nos grupos dos folículos controles e nos vários grupos experimentais de 

folículos cultivados in vitro.  A Figura 2 mostra imagens representativas de folículos pré-

antrais viáveis e não viáveis. A porcentagem de folículos viáveis nos fragmentos de ovário 

controle (89,32%) não foi diferente (P> 0,05) daquelas observadas após o cultivo in vitro. 

Além disso, independente do tratamento, as porcentagens de folículos viáveis no cultivo in 

vitro de folículos não diferiram entre si (Figura 3). No entanto, as taxas de ativação 

folicular e subsequente crescimento foram significativamente aumentados quando PMSG 

foi adicionado ao meio de cultivo isoladamente ou em combinação com BME ou BME + 

BMP4 (Figura 4). A suplementação do meio com BMP4 + PMSG resultou em um aumento 

significativo nos percentuais de folículos secundários viável, mas não na ativação folicular 

significativa. 

 

3.2. Expressão gênica 

A Figura 5 mostra a expressão relativa dos genes que codificam marcadores do 

desenvolvimento folicular e qualidade estroma ovariano. A expressão gênica foi calculada 

com base no controle do cultivo in vitro, ou seja, o tratamento 1. A expressão dos genes 

que codificam CTGF e KL não foi afetada pela suplementação do meio de cultivo in vitro. 

A expressão do BMP4 foi significativamente aumentada apenas no tecido ovariano 

cultivado em meio suplementado com BMP4 sozinho ou quando o tecido ovariano foi 

cultivado em meio suplementado com BME + BMP4 + PMSG. Surpreendentemente, tanto 

o AMH quanto a o BMP15 tiveram suas expressões diminuídas significativamente quando 

o tecido ovariano foi cultivado em um meio suplementado apenas com BME, e suas 

expressões aumentada quando cultivados em meio suplementado com BME + BMP4 + 

PMSG. BMP15 teve a sua expressão diminuída em tecido ovariano cultivado em meio 

suplementado apenas com BMP4. O GDF9 teve sua expressão aumentada em tecido 

ovariano cultivado em meio suplementado com BME + BMP4 + PMSG. 
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4. Discussão 

Este é o primeiro estudo relatando a ativação bem-sucedida e o crescimento de 

folículos pré-antrais de macacas-prego cultivado em curto período. Temos observado que, 

independentemente do meio de cultivo, a viabilidade folicular foi mantida semelhante aos 

valores do controle. Isso pode ser explicado pela presença de EGF no meio de cultivo. De 

acordo com Zhao e Zhang (2005), o EGF aumenta a taxa de sobrevivência de ovócitos 

cultivados in vitro, mas não a taxa de crescimento. O que apoia os nossos achados, em que 

a ativação folicular e desenvolvimento não foram observados quando o tecido ovariano foi 

cultivado na presença de EGF sozinho. Resultados semelhantes foram obtidos quando o 

tecido ovariano foi cultivado na presença de EGF + BME ou EGF + BMP4. Cultivo de 

tecido ovariano in vitro, na presença de EGF + BME + BMP4 não levou a ativação 

folicular, no entanto o crescimento folicular foi observado. Estes resultados já eram 

esperados por causa da função antioxidante do BME (Gupta e Nandi, 2010) que aumenta 

da atividade de estradiol pelo BMP4 (Yamashita et al., 2011) e o estradiol não está 

envolvido na ativação folicular. Suplementação no meio de cultivo com PMSG, no 

entanto, levou a uma diminuição significativa no percentual de folículos primordiais, 

seguido pelo aumento das taxas de folículos secundários. Gupta et al. (2002) demonstrando 

que o PMSG aumenta o desenvolvimento folicular in vitro. 

Embora o uso de PMSG no meio de cultivo tenha resultado no aumento das 

percentagens de folículos pré-antrais morfologicamente desenvolvidos, a análise da 

expressão de mRNA refinou a avaliação dos folículos pré-antrais no presente estudo. 

Como a maioria dos genes alvos são especificamente expressos no oócito ou nas células da 

granulosa, avaliamos a expressão de genes que codificam AMH, BMP4, BMP15, CTGF, 

GDF9 e KL. O KL e o CTGF mantiveram-se inalterados nos diferentes meios de cultivos. 

Sendo explicadas por dois motivos: em primeiro lugar, o CTGF foi usado como um 

marcador da funcionalidade das células em geral. Sua expressão reduzida poderia implicar 

a morte de célula, enquanto a sua expressão aumentada poderia indicar mitose celular 

exagerada ou estaria relacionado com a formação de corpo lúteo (Wandji et al., 2000), o 

que não era esperado no presente estudo. Como a viabilidade folicular não foi alterada 

entre os tratamentos, a expressão de CTGF inalterada em todos os meios testados, consiste 

em um resultado lógico. Em segundo lugar, a expressão aumentada do KL está relacionada 

à ativação de folículos primordiais (Nilsson et al., 2001). No entanto, no presente estudo, a 

ativação de folículos primordiais foi acompanhada pelo crescimento de folículos primários 
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para o estágio de secundário, o que pode ter subestimado a expressão relativa do gene que 

codifica o KL. O aumento da regulação de BMP4 no tecido ovariano cultivado na presença 

de BMP4 só ou em combinação de BMP4 + BME + PMSG sugere duas explicações 

diferentes. A primeira é que a adição de BMP4 sozinho no meio de cultivo pode ter 

interferido na expressão de mRNA de BMP4. A segunda sugere que os folículos estavam 

se desenvolvendo e ativamente funcionais. Tal afirmação é confirmada pelo aumento da 

expressão de AMH, BMP15 e GDF9 quando o meio foi suplementado com BME + BMP4 

+ PMSG, resultado também encontrado por Gupta et al. (2002) na combinação de PMSG 

com antioxidantes (selênio). Embora a formação de folículos secundários tenha sido 

observada em outros tratamentos, a análise da expressão gênica mostrou que os sinais 

morfológicos do desenvolvimento, juntamente com testes de viabilidade não asseguram a 

função folicular normal. Uma assincronia no desenvolvimento do oócito e das células da 

granulosa (Nottola et al., 2008) pode ocorrer durante o cultivo in vitro de folículos pré-

antrais, podendo comprometer a qualidade folicular e seu desenvolvimento futuro. 

 

5. Conclusões 

Foi demonstrado neste trabalho que os folículos pré-antrais são capazes de 

desenvolver in vitro quando cultivados por 24 horas em um meio suplementado com 

PMSG + BME + BMP4. A viabilidade folicular, no entanto, foi mantida de forma 

independente do meio de cultivo. O uso de fatores de crescimento como marcadores de 

desenvolvimento folicular foi crucial para identificar o melhor meio de cultivo. 
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Legendas das figura 

Figura 1. Delineamento da coleta dos fragmentos ovarianos, arranjos dos tratamentos e 
técnicas empregadas na avaliação dos tratamentos. Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) e Sonda de Fluorecência  
 

 

 

 

 

 

Figura 2. Imagens representativas dos folículos pré-antrais de maca-prego antes (A) e após 
(B, C) coloração com Hoechst (azul; coloração nuclear geral) e iodeto de propídio 
(vermelho, Cora células mortas). Ausência de coloração por iodeto propídio nos folículos 
indica sua viabilidade. × 400  
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Figura 3. Porcentagens de folículos pré-antrais viáveis em fragmentos controle e nos 
fragmentos submetidos a cultivado in vitro no meio controle sozinho ou suplementado com 
BME, BMP4 ou PMSG sozinho ou em combinação. Não foram observadas diferenças 
significativas 
 

 

 
Figura 4. Taxas de folículos primordiais, primários e secundários viáveis, antes e após o 
cultivo in vitro. Folículos foram considerados viáveis quando um oócito viável estava 
cercado por ≥ 90% de células da granulosa viáveis. Diferentes letras (a,b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos controle e os tratamentos (P <0,05)  
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Figura 5. Comparação entre expressão relativa média de AMH, BMP4, BMP5, CTGF, 
GDF9 e KL em tecido ovariano do grupo controle e tecido ovariano cultivado in vitro na 
presença de BME, BMP4 ou PMSG, isoladamente ou em combinação. As variações foram 
quantificadas por análises de qRT-PCR. * P <0,05; ** P <0,01.  
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Table 1. Pares de primers utilizados em qRT-PCR para quantificação de referência e alvo genes no tecido ovariano de macacas-prego. 
 
Gene no. de acesso Sequência Tamanho do fragmento (bp) Posição do primer Referência 

HPRT1 S43335.1 5’- TTATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT 
3’- TCCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTATAGC 

107 59 Brito et al., 2012 

TBP AB178959.1 5’- TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA 
3’- CACATCACAGCTCCCCACCA 

132 889 Brito et al., 2012 

AMH XM_002761553.1 5’- CTGCTGCGTGCCCACCGCCTA 
3’- CAGCCACACTCGGTGGCCAC 

106 1575 This paper 

BMP4 XM_002805069.1 5’- CGAGAGAGACGCAGACGCAGA  
3’- AATGGCTCCATGTTCCCGAG 

82 56 This paper 

BMP15 XM_001083980.2 5’- GCCACTGTGGTTTACCGCCA 
3’-GGGAAGGTTTTGAGGAATCTCCTTC 

130 446 This paper 

CTGF NM_001901.2 5’- TGCATCTTCGGTGGCACG GT 
3’- ATGCTGCACAGGGGCATGCA 

110 513 This paper 

GDF9 NM_001168763.1 5’- GCCTTCCCAGGGTCCTGACCA 
3’- TGACCTCTGCGGTGACGGTGA 

105 861 This paper 

KL NM_003994.5 5’- GCTCGGGCTACCCAATGCGTG 
3’- CGCTGCGATCCAGCACAAACAG 

112 72 This paper 
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6 CONCLUSÃO  

Na exposição à crioprotetores, a fresco e no o cultivo de tecidos de córtex ovariano 

de S. apella, os genes de referencia HPRT1 e TBP, são mais estáveis. Os folículos pré-

antrais são capazes de desenvolverem-se in vitro quando cultivados em meio suplementado 

com PMSG, BME e BMP4. A viabilidade folicular, entretanto, permaneceu 

independentemente do meio de cultivo in vitro e o uso de fatores de crescimento, como 

marcadores de desenvolvimento folicular, foi crucial para identificar o melhor meio de 

cultivo in vitro. 
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