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RESUMO 

 

Avanços na pesquisa básica em reprodução animal e nas biotécnicas 

reprodutivas dependem da perfeita visualização e monitoramento das 

estruturas ovarianas no desenvolvimento folicular. Assim, o primeiro capítulo 

desta tese traz uma revisão bibliográfica sobre as principais técnicas utilizadas 

no estudo e na visualização de estruturas ovarianas, com foco no potencial, na 

aplicabilidade e nas limitações de cada técnica. O segundo capítulo foi 

conduzido com um experimento que teve como objetivo comparar as estruturas 

internas visualizadas no ovário em diferentes espécies por tomografia 

computadorizada (TC). Foram utilizados ovários de rata, cadela, gata, vaca, 

porca, égua e jumenta. Os ovários foram escaneados com uso de 

microtomógrafo computadorizado, e a reconstrução das imagens deu origem a 

representações bi e tridimensionais dos ovários. As mesmas amostras foram 

posteriormente processadas para avaliação histológica e validação dos 

resultados obtidos pelo microTC. A TC possibilitou distinguir as regiões de 

córtex e medula, observar folículos antrais, identificar os ovócitos dentro deles, 

visualizar corpos lúteos, bem como a distribuição e morfologia dos vasos 

sanguíneos de médio e grande calibre, embora não tenha possibilitado a 

visualização de folículos pré-antrais. Esta técnica apresenta possibilidades para 

o estudo das estruturas internas do ovário. O terceiro capítulo consiste em uma 

revisão de literatura que foi motivada pela percepção de que informações sobre 

a estrutura e ultraestrutura ovariana de diferentes espécies encontram-se 

dispersas e desassociadas na literatura. Abordando sete espécies domésticas, 

foram consideradas as principais diferenças na presença e distribuição das 

organelas citoplasmáticas em ovócitos e células da granulosa de folículos pré-

antrais e antrais. Verificou-se que o padrão ultraestrutural de folículos e 

ovócitos varia entre espécies domésticas bem como entre as fases do 

desenvolvimento folicular. Este tipo de conhecimento permite melhorias na 

compreensão anatômica e fisiológica do ovário, e pode subsidiar avanços em 

diversas linhas de pesquisa, como na melhoria das biotecnologias reprodutivas 

e no auxílio da compreensão de danos e pontos limitantes da manipulação in 

vitro de ovócitos em diferentes espécies. 

 

Palavras-chave: desenvolvimento folicular, diagnóstico por imagem, ovócito, 

tomografia computadorizada, ultraestrutura. 
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ABSTRACT 

 

Monitoring ovarian structures during follicular development may enable 

great advances in reproductive biotechnologies and animal reproduction. In this 

sense, this thesis was divided in three chapters, aiming to empower the 

understanding of diagnostic imaging, the characterization of ovarian structures 

and the comparison between domestic species. The first chapter of the thesis is 

a bibliographic revision considering the main techniques that are useful to 

visualize the ovarian structures. We focused on the potential, applicability and 

general limitations of each technique. The second chapter consists of an 

experiment, undertaken to compare the internal structures of the ovary using 

computerized microtomography. We compared the ovaries of rats, bitches, 

quees, cows, mares, sows and female donkey and carried out the 

reconstruction of the tomographic images to originate two and three 

dimensional representations. After scanning, the same samples were prepared 

for histologic evaluation, used in this research as validation criteria for ovary 

research based on computerized microtomography. Microtomography enabled 

to distinguish the regions of the cortex and medulla, to identify oocytes, corpus 

luteum and to visualize the morphology and distribution of medium caliber blood 

vessels. However, it didn’t enable the visualization of pre antral follicles. The 

third chapter of the thesis is a bibliographic revision motivated by the fact that 

information comparing the ovarian ultrastructure between species is scarce. We 

emphasized major differences in seven domestic species, considering the 

presence and distribution of cytoplasmic organelles in oocytes, granulosa cells, 

pre antral and antral follicles. It was observed that the ultrastructure of follicles 

and oocytes vary between species and between the stages of follicular 

development. This research subsidizes advanced comprehension of the 

anatomy and physiology of the ovary in different species. It may enable the 

understanding of several limitations points related to in vitro manipulation of 

oocytes and, therefore, generate future adjustments in reproductive 

technologies. 

 

Keywords: computerized tomography, diagnostic imaging, folicular 

development, oocyte, ultrastructure. 
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INTRODUÇÃO 

 

O aperfeiçoamento das técnicas de diagnóstico por imagem têm 

possibilitado melhorias na caracterização de estruturas do sistema reprodutivo, 

com destaque à morfologia ovariana. O estudo do ovário pode ser conduzido 

mediante técnicas não invasivas e invasivas, sendo fundamental a 

disponibilidade de imagens de alta resolução, compatíveis com a anatomia e a 

complexidade das estruturas.  

Na pesquisa e na rotina clínica as técnicas de imagem são utilizadas de 

modo complementar, contudo, muitas vezes, a escolha de uma técnica 

específica pode diminuir o número de procedimentos requeridos, a velocidade 

e o custo final para a obtenção de um diagnóstico conclusivo. É necessário 

compreender como as diferentes técnicas têm auxiliado na caracterização das 

estruturas ovarianas e na detecção de eventos fisiopatológicos. Do mesmo 

modo, é necessário identificar tendências e desafios para o futuro próximo. 

As técnicas de histologia, imunohistoquímica e ultrassonografia têm 

auxiliado o estudo e o monitoramento do ovário. A tomografia computadorizada 

e ressonância magnética têm possibilitado a visualização interna e não invasiva 

do ovário, sendo promissoras para diagnósticos e estudos de caracterização 

ovariana. Destaca-se o uso da tomografia computadorizada no diagnóstico de 

anormalidades ovarianas em humanos e sua discreta contribuição no estudo 

dos ovários de animais. As modalidades mais modernas e recentes de técnicas 

de diagnóstico por imagem possibilitam a reconstrução tridimensional (3D) da 

estrutura ovariana, permitindo a visualização de muitos planos de corte e a 
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observação em tempo real. Essa é uma característica e vantagem marcante 

das técnicas computadorizadas e interativas. 

Os componentes do ovário, como folículos antrais, pré-antrais e ovócitos, 

estão sujeitos a inúmeras alterações fisiológicas e celulares, que são 

importantes para o diagnóstico de anormalidades e para a caracterização 

ovariana em diferentes espécies. A descrição de alterações morfofisiológicas 

macroscópicas, microscópicas e ultraestruturais durante o desenvolvimento 

folicular é necessária para incremento no conhecimento básico da morfologia 

funcional. Abordagens desta ordem, favorecem também avanços 

biotecnológicos, considerando o potencial que as biotécnicas da reprodução 

representam na esfera da conservação e melhoramento genético animal, e no 

âmbito da fertilidade humana, que dependem da capacidade de compreender a 

estrutura do ovário, de monitorar os eventos fisiológicos e patológicos e de 

identificar gargalos nos processos de reprodução assistida. 
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JUSTIFICATIVA 

 

Na literatura estão descritas inúmeras pesquisas de caracterização 

morfológica do ovário com uso de diferentes técnicas de imagem. É observado 

que as técnicas se somam, não havendo uma análise comparativa com o único 

objetivo de avaliação do ovário. Desta maneira, torna-se importante compilar as 

informações em um único trabalho de análise comparativa 

A quantidade de estudos que reportaram o uso de tomografia 

computadorizada (TC) na avaliação do ovário em animais é ínfima, embora 

este tipo de abordagem seja comum em avaliações de neoplasias ovarianas 

em humanos. Não há na literatura nenhum estudo que tenha utilizado alguma 

técnica não invasiva para comparar estruturas ovarianas de diferentes 

espécies. Estudos de caracterização e relatos de caso ao nível ovariano 

consideram, normalmente, uma única espécie. Portanto, um estudo que vise a 

avaliação das estruturas ovarianas por TC, em diferentes espécies, é 

interessante e pode demonstrar um potencial da técnica para auxiliar 

diagnósticos em animais. 

Apesar de existir um grande número de publicações descrevendo 

alterações ultraestruturais em ovócitos de mamíferos, em especial após algum 

procedimento biotecnológico, são poucos os estudos que realizaram 

comparações da ultraestrutura ovariana fisiológica entre espécies animais. Esta 

informação se encontra dispersa e desassociada na literatura. Desta forma, 

fazer uma compilação dos dados existentes é importante para se obter uma 

visão geral e ampla das transformações ultraestruturais, pelas quais as células 

passam durante o desenvolvimeto folicular, ressaltando as diferenças 

existentes entre as espécies. 
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Finalmente, os dados apresentados nesta tese podem subsidiar maior 

assimilação dos potenciais que os equipamentos e técnicas de imagem 

apresentam, permitindo a escolha adequada de acordo com a finalidade 

desejada, para uma melhor identificação de patologias e/ou danos celulares 

causados por técnicas de reprodução assistida. 
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OBJETIVOS 

 

- Descrever as principais técnicas de imagem utilizadas para a avaliação 

ovariana em humanos e animais, com foco na aplicação de cada uma delas; 

 

- Comparar a visualização de estruturas ovarianas em diferentes espécies 

animais com uso de técnica de microtomografia computadorizada; 

 

- Reunir e comparar as alterações ultraestruturais que ocorrem em ovócitos 

durante o desenvolvimento folicular descritas em diferentes espécies 

domésticas. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

 

PRINCIPAIS TÉCNICAS DE IMAGEM UTILIZADAS PARA A AVALIAÇÃO DOS 

OVÁRIOS 
 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O aperfeiçoamento das técnicas de diagnóstico por imagem tem 

aumentado o poder de visualização de órgãos e microestruturas corporais. Na 

reprodução humana e animal, estes avanços tem possibilitado melhorias na 

caracterização morfológica dos ovários. Estudos de caracterização do ovário, e 

de comparação entre espécies, requerem o uso de imagens de alta resolução, 

que sejam compatíveis com a estrutura anatômica real e que revelem a 

complexidade das estruturas presentes. Neste processo, cada técnica 

apresenta vantagens e limitações.  

A opção por uma determinada técnica de imagem pode ser precipitada, 

quando motivada somente pelo custo operacional do procedimento. Muitas 

vezes, a adoção do método mais adequado diminui o número de 

procedimentos requeridos, a velocidade e o custo final para a obtenção de um 

diagnóstico conclusivo. Contudo, o que é observado na rotina clínica e na 

pesquisa científica é que as técnicas de imagem fornecem resultados 

complementares (1;2). 
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É importante ressaltar que discutir sobre a aplicabilidade de cada técnica 

de imagem, considerando vantagens e desvantagens, contextualiza um 

panorama diversificado de especificidades técnicas e preferências individuais. 

Algumas questões são espécie-específicas, como em casos da impossibilidade 

de utilizar técnicas invasivas, e outras podem estar relacionadas com a 

velocidade operacional e praticidade. 

A ultrassonografia é uma técnica útil na detecção de tumores ovarianos e 

no acompanhamento da ciclicidade, mas insuficiente na avaliação de 

recorrências pós-terapia, distinção entre tipos de neoplasia e diferenciação 

acurada de algumas estruturas ovarianas (3). A tomografia computadorizada 

auxilia no monitoramento e diagnóstico de neoplasias, massas anexiais e 

avaliação das estruturas ovarianas em tratamentos de fertilidade (4), mas é 

fundamentada na emissão de raio-X, de efeito mutagênico. A ressonância 

magnética não possui efeito mutagênico e tem as mesmas aplicabilidades da 

tomografia computadorizada, entretanto o longo procedimento pode prejudicar 

o contraste e limitar a resolução (5). A histologia clássica, a imunohistoquímica 

e a microscopia eletrônica de transmissão têm maior resolução e permitem 

distinguir estruturas subcelulares, entretanto requerem biópsias do tecido 

ovariano e envolvem processamentos demorados. 

Sejam as abordagens invasivas ou não invasivas, micro ou 

macroscópicas, é necessário compreender as diferenças, vantagens, 

desvantagens e a dinâmica de utilização de cada método. Nesta revisão 

pretende-se discorrer acerca das técnicas de imagem mais utilizadas na 

avaliação de estruturas ovarianas, tanto no âmbito da pesquisa científica como 

no diagnóstico clínico. 
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2 TÉCNICAS NÃO INVASIVAS 

 

Algumas técnicas de imagem têm sido utilizadas na avaliação reprodutiva, 

entre elas a ultrassonografia (US), a tomografia computadorizada (TC) e 

ressonância magnética (RM), como métodos de avaliação de patologias 

ovarianas e caracterização dos ovários. Apesar da vantagem inerente da não 

invasividade, estas técnicas são de menor resolução, mesmo que atualmente 

algumas delas apresentem dispositivos para a visualização da imagem em três 

dimensões (3D). 

 

2.1 Raio-X 

 

A primeira técnica de imagem não invasiva utilizada foi o raio–X. Raios-X 

são radiações eletromagnéticas de pequeno comprimento de onda (entre 0,05 

e 0,25nm) que se propagam em linha reta, na mesma velocidade da luz, com 

poder de atravessar matéria e produzir ionização (6). A visualização de 

detalhes na imagem é possível devido ao contraste entre as estruturas, o que é 

ocasionado pela diferença de densidade anatômica do tecido de pelo menos 

10% em densidade radiológica (7). 

As estruturas radiopacas, como ossos e dentes, têm maior absorção de 

raio-X. O desenvolvimento e uso de contrastes utilizados via oral, retal e 

endovenoso, foi importante para melhorar a visualização de diversas 

estruturas, mas não algumas de interesse reprodutivo (8). Assim, poucas 

alternativas do raio-X contribuíram ao estudo ovariano, principalmente em 

função de sobreposições topográficas de estruturas que, nesta técnica, são 
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resumidas a um único plano radiográfico. No entanto, na rotina clínica, o raio-X 

tem possibilitado identificar lesões de metástase pulmonar e efusões pleurais, 

que podem ser consequência de tumor primário ovariano, mas que não 

caracterizam, necessariamente, o uso desta técnica para a avaliação dos 

ovários.  

 

2.2 Ultrassonografia (US) 

 

A técnica consiste na utilização de um transdutor que emite e capta sons 

em alta frequência após serem refletidos na superfície da estrutura de 

interesse. Assim, o transdutor interpreta os ecos gerados por meio de 

computação gráfica (9). A capacidade de alcance do ultrassom é inversamente 

proporcional à frequência de som utilizada, de forma que a resolução aumenta 

proporcionalmente a frequência (10). A utilização de frequências mais altas é 

adequada para a visualização de pequenas áreas, permitindo maior detalhe de 

imagem (11). Na avaliação do aparelho reprodutivo de animais domésticos, 

transdutores com faixas de frequência de 5,0 a 7,5 MHz são os mais comuns 

(12), tendo o transdutor de 5 MHz menor resolução de imagem e maior 

profundidade de alcance do que o de 7,5 MHz (13).  

Os órgãos, tecidos, líquidos e gases refletem as ondas ultrassonoras com 

diferente intensidade. Os ossos refletem o som com alta intensidade, portanto, 

são visualizados com coloração esbranquiçada na imagem computacional, 

sendo denominados de estruturas ecogênicas. Os líquidos são visualizados em 

coloração escura, geralmente preta, em função de serem anecóicos. O tecido e 

as estruturas do sistema reprodutivo variam quanto a sua ecogenicidade (9). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Computa%C3%A7%C3%A3o_gr%C3%A1fica
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Nos ovários, os folículos antrais são anecóicos e devem ser diferenciados de 

vasos sanguíneos (14). Apesar de haver relados de que a diferenciação entre 

folículos pré-ovulatórios e corpos lúteos iniciais pode ser dificultada (15-17), 

essa informação é contraditória na literatura.  

No âmbito da evolução das técnicas de imagem a US representou um 

método revolucionário para a visualização dos ovários e estruturas anexas. 

Protagonizou a modernização da pesquisa básica e rotina clínica em 

reprodução humana e animal (18;19). Possibilitou a compreensão de eventos 

fisiopatológios e a detecção de massas anexiais no útero, a visualização de 

cistos ovarianos e tecidos neoplásicos (20-22). Subsidiou estudos com 

abordagens em biotécnicas da reprodução animal, principalmente na pesquisa 

da resposta superovulatória mediante tratamento hormonal (23-26). 

Kratochwil e colaboradores (27) foram os primeiros a descrever os ovários 

de humanos por meio de US transvaginal. Pela eficiência do método, revelada 

a partir deste primeiro relato, diversos autores utilizaram o ultrassom na 

descrição de ovários de diversas espécies domésticas (para detalhes veja 28). 

Com isso, foi possível a identificação de corpos lúteos logo após a ovulação 

(29;30), o acompanhamento do desenvolvimento folicular e a descrição de 

cistos foliculares e luteais mediante método não invasivo e in vivo (30-34). 

Sassone e colaboradores (35) revelaram a sensibilidade da técnica 

transvaginal na detecção de tecido neoplásico. Em 100% dos ovários humanos 

analisados, os autores puderam identificar tumorações, sendo possível 

distinguir tumores malignos de benignos em 83% dos casos. Entretanto a 

técnica transvaginal é limitada na avaliação de tumores recorrentes, pois 

muitas vezes o tecido neoplásico encontra-se difuso no peritônio abdominal e 
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pélvico (3). Ressalta-se que esta via não pode ser utilizada em todas as 

espécies, nem em mulheres que apresentam integridade himenal (36). 

Todavia, esta modalidade permitiu o diagnóstico bastante precoce da gestação, 

compreensão em casos de infertilidade, o monitoramento do desenvolvimeto 

embrionário e a sexagem fetal (12;34;37;38). 

A limitação do método transabdominal para a visualização dos ovários e 

estruturas da região pélvica é dificultada pela presença de gases intestinais e 

tecido adiposo (22). As vantagens da US estão relacionadas ao fato de ser 

uma técnica não invasiva, ou semi-invasiva, que pode ser realizada com 

equipamento portátil, oferecendo boa resolução, avaliação da imagem em 

tempo real, com um custo relativamente baixo e sem riscos mutagênicos (38). 

Ela pode servir como guia no uso de outras técnicas, como punção folicular e 

obtenção de biópsias dirigidas. 

Um dos principais pontos limitantes da US é o fenômeno de “ruído”, 

definido como Speckle, que prejudica a resolução da imagem e tem requerido a 

utilização de filtros (39). Em casos de baixa fertilidade a avaliação por US é 

limitada pela necessidade de maior detalhe acerca do interior do ovário com 

alta definição (40), como em estimativas de população folicular, de folículos 

pré-ovulatórios e corpos lúteos e para diferenciar massas benignas de 

malignas (16; 41-44). Essas limitações não dependem da via de acesso nem 

do modelo do transdutor utilizado, o que caracteriza um impasse no uso da US 

para a avaliação do ovário. 

 

 

 



 

12 
 

2.2.1 Ultrassonografia em 3D e associada a doppler colorido 

 

Alguns pontos limitantes da US no estudo do ovário foram sanados com 

avanços na qualidade da imagem. Uma inovação marcante foi o ultrassom em 

3D, baseado na utilização de um transdutor para identificar, caracterizar e 

posicionar os folículos antrais (45-47). Embora denominada 3D, assim como na 

US convencional, esta técnica retrata apenas a superfície do ovário num plano 

bidimensional. É após a modelagem computacional que este novo método 

permite a ilustração do ovário em 3D (para detalhes veja 48). 

Imagens tridimensionais do ovário de mulheres, obtidas mediante US 

transabdominal, foram consideradas equivalentes às imagens transvaginais 

obtidas com o ultrassom convencional (49;50). Já na avaliação de folículos 

antrais, comparando-se ambas as técnicas, via transvaginal, o método em 3D 

apresentou superioridade (51) com discreta vantagem na contagem de folículos 

(52), vantagem esta que não foi observada por Brett (53).  

Outra importante variação da técnica de ultrassom na reprodução humana 

e animal é a US associada ao doppler colorido (54). O fenômeno doppler é 

caracterizado pela mudança na frequência de som de estruturas em 

movimento, percebida por um dispositivo imóvel. A técnica possibilita detectar 

turbulências dentro de vasos sanguíneos, representadas por diferentes 

intensidades e direção de fluxos em pequenos vasos da circulação útero-

ovárica. Além disso, permite mensurar o grau de impedimento de fluxo na rede 

vascular, sendo útil no diagnóstico de eventos fisiopatológicos (34). 

O doppler colorido tem sido utilizado na investigação da vascularização 

dos folículos antes e durante a aquisição da competência ovocitária, e também 
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no processo de ovulação (55-58). Outra aplicação tem sido na identificação de 

massas tumorais benignas e malignas, tendo como parâmetro o fato dos 

tumores malignos serem, geralmente, mais vascularizados (19;59;60). No 

entanto, há casos que a diferenciação entre tumores benignos de malignos é 

dificultada, mesmo com o uso do doppler (61;62). Além disso, a US associada 

a doppler permite também a identificação de massas inflamatórias, cistos 

endometriais, cistos luteais e gravidez ectópica (1), o que é basedo em dados 

de pulsatilidade e resistência ao fluxo sanguíneo. 

Considerando todas as modalidades das técnicas de imagem 

ultrassonográficas, o ultrassom é importante e útil na avaliação do ovário e no 

diagnóstico de patologias ovarianas e eventos fisiológicos. Contudo, mesmo 

com ajustes na tecnologia, existe ainda uma limitação marcante, representada 

pela impossibilidade de visualizar o interior do ovário com alta resolução. Esta 

abordagem requer técnicas de imagem alternativas, que possam suprir 

demandas como de estimativas da população folicular, detecção de tecidos 

atípicos como fibroses e necroses, identificação de pequenos cistos luteínicos, 

determinação do tipo do tecido neoplásico e estadiamento, eventos 

degenerativos, danos causados por terapias gonadotóxicas e a compreensão 

de mecanismos que ocorrem dentro de folículos e do corpo lúteo (57;63-65). 

Apesar disso, a US é a técnica de imagem mais utilizada para a avaliação do 

ovário, tendo um custo geralmente reduzido quando comparado a técnicas de 

imagens com maior poder de resolução (66). 
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2.3 Ressonância Magnética 

 

A ressonância magnética (RM) foi desenvolvida a partir da década de 

1970 e teve difusão mais acentuada quando foram possíveis melhorias na 

resolução da imagem, na velocidade de processamento e na facilidade de 

aquisição de aplicativos de análise. O método permite a visualização direta de 

tecidos biológicos, com ótima resolução anatômica e espacial.  

Apesar de inicialmente ter sido denominada ressonância magnética 

nuclear, a RM não utiliza radioatividade ionizante, a exemplo do raio-X. O 

princípio está na utilização de um forte campo magnético associado a uma 

bobina de radiofrequência emissora de sinais sonoros (67). A submissão de 

tecidos biológicos ao campo magnético, provoca a orientação dos núcleos de 

hidrogênio celular, que vibram em torno do próprio eixo, emitem energia, e 

possibilitam a geração de imagens dos tecidos e estruturas corporais (68).  

Na avaliação da pelve feminina, a RM possibilita a visualização do útero e 

ovários, a diferenciação de tumores e fibroses, a detecção de anomalias 

congênitas, teratomas, miomas e cistos endometriais, sendo útil em estudos de 

infertitlidade (5;69-71).  

A RM possui alta sensibilidade para descrever massas anexiais malignas 

(71-79), fibromas (80-83) e torções ovarianas (84-86). Foi verificado que a RM 

possui sensibilidade de 85-95% em diagnósticos de tumores ovarianos 

(72;73;87), sendo esta técnica melhor e mais precisa na definição e no 

diagnóstico diferencial de tumores malignos e benignos (1;5;73;74;77;88-96). 

Entretanto não é um método apropriado para detecção de massas tumorais 

pós-cirúrgicas recorrentes (79). 
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O uso de contrastes facilita o diagnóstico do tipo do tumor e/ou a 

classificação do cisto visualizado. Quando utilizado via endovenosa permite 

ainda a análise de massas anexiais e a quantificação de lesões não 

identificadas sem contraste, melhorando a qualidade de diagnósticos 

patológicos (78). Contudo, parece existir controvérsia quanto à possibilidade de 

visualizar pontos de fixação de tumores no peritônio e mesentério, próximos ao 

ovário, com o uso de contrastes (5;97). O contraste de bário foi indicado como 

sendo o mais vantajoso (79), mas o uso de gadolínio também apresentou bons 

resultados (74;98;99).  

Em humanos, a RM é muito utilizada quando a US apresenta resultados 

inconclusivos (100;101). Apesar das inúmeras vantagens, o custo elevado dos 

equipamentos de RM, somado ao tempo requerido para o procedimento, tem 

limitado a maior difusão desta técnica no estudo ovariano (102). 

 

2.4 Tomografia Computadorizada 

 

A técnica de tomografia computadorizada (TC) consiste na emissão de 

radiação ionizante (raio-X) em um tubo de alta potência acoplado a 

computadores. A radiação é emitida ao mesmo tempo em que ocorre o 

movimento circular dos tubos, originando um feixe em forma de leque ao redor 

do organismo analisado (103). No lado oposto à fonte emissora, uma série de 

detectores transformam o sinal de radiação em sinal elétrico, originando 

imagens digitais de alta resolução (104). 

A TC passou a ser mais difundida com avanços graduais na resolução da 

imagem, sendo possível obter resoluções melhores do que 50µm (105). As 
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imagens correspondem a secções virtuais, permitino a reconstrução em 3D dos 

tecidos e estruturas de interesse (106). A TC helicoidal e TC por 

multidetectores são algumas das inovações da técnica de TC que 

possibilitaram melhores resoluções de imagem e emissões mais brandas de 

radiação (107;108). Além destas duas, a TC por emissão de pósitrons (PET) 

permite a avaliação de taxas metabólicas do organismo (109). A técnica de 

microtomografia computadorizada (microTC) é outra modalidade de TC, mais 

comumente utilizada na pesquisa. O equipamento da microTC é bem menor, o 

que restringe seu uso a animais de laboratório ou amostras menores, mas 

possui poder de resolução semelhante ou maior que a TC(110), que viabiliza a 

análise em nível tecidual e celular, a descrição morfológica espacial de órgãos 

e as relações entre unidades funcionais (111), assim como a TC. 

Estudos têm demonstrado que é possível avaliar qualquer tipo de amostra 

biológica in vivo com uso da TC (112;113). A técnica apresenta dispositivos 

para a caracterização de ossos (114-121) ou arquitetura vascular (122-127); 

olhos (128-132), miocárdio (133), trato gastrointestinal (134-139), pulmões, 

rins, fígado, estruturas cerebrais (133;134;140;141) e a monitoração do 

desenvolvimento embrionário (110;142). Permite também a identificação de 

pequenas áreas de necrose (143) e a detecção de alterações de colágeno, o 

que muitas vezes sugere o desenvolvimento de tecido neoplásico maligno 

(143;144). É possível com a TC identificar tumores e as regiões de 

vascularização (126;145-147), bem como medir o volume de estruturas (148-

150), distâncias, deslocamentos, diâmetros e espessuras por meio de gráficos 

computacionais interativos que facilitam a visualização de relações espaciais 

entre estruturas (113;145;150-153). 
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Ressalta-se que a TC permite vincular a imagem anatômica com imagens 

funcional e molecular, como a taxa de fluxo de secreções exócrinas dentro de 

órgãos parenquimatosos e glândulas (154). Contudo, para a avaliação de 

tecidos moles e vasos sanguíneos, pode ser necessária a utilização de 

contrastes endovenosos, sendo os meios de contraste iodados os mais 

utilizados (153;155-157). Assim, o uso de contrastes, a exemplo da técnica de 

RM, tem possibilitado o diagnóstico de pequenas lesões extraovarianas e a 

distinção entre tumores ovarianos e lesões anexiais, situadas principalmente no 

peritônio (77;78;89;158-163).  

Com relação à estrutura ovariana, a TC tem sido utilizada como 

instrumento de caracterização morfológica e funcional 

(89,143;151;152;157;164-168). Tem possibilitado a visualização de folículos 

antrais em diferentes estágios de desenvolvimento, corpos lúteos, cistos e 

angiogênese ovariana (89;155;167-170), além do diagnóstico de torção 

ovariana (84). 

Em se tratando de câncer ovariano, a TC tem permitido, muitas vezes, a 

estimativa do volume e a classificação do tipo do tumor (1;4;74;77;87-

90;143;144;152;163;167;171-180). Assim, a técnica tem auxiliado o 

monitoramento de tratamentos em casos de neoplasia ovariana (151;173;181), 

com alguns relatos de visualização limitada do ovário em pacientes pediátricos 

(182). 

Nos últimos anos, estudos têm revelado vantagens e desvantagens do 

uso da TC em comparação a outras técnicas de imagem não invasivas. As 

vantagens estão normalmente relacionadas com a maior velocidade na 

obtenção da imagem, com a emissão mais atenuada de radiação comparado 
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com a técnica de raio-X convencional e a alta precisão da técnica (7;153;180). 

Há relatos de que a imagem adquirida com a TC é menos propensa a distorção 

e artefatos em relação à ressonância magnética (102). Outro destaque é a 

pequena interferência da sobreposição de ossos, fezes e gases na visualização 

de estruturas situadas na pelve, como os ovários (157).  

O custo do equipamento e dos procedimentos para a captação de 

imagem são fatores que limitam a maior difusão da TC. O grande volume de 

dados requer recurso humano especializado para lidar com o processamento 

das informações. Este tipo de capacitação e familiaridade com a técnica é 

essencial na prevenção de erros de diagnóstico (177;183). Com isso, o padrão 

ouro da técnica de TC consiste em validar os achados tomográficos por meio 

da histologia clássica (177;184;185), garantindo excelência e qualidade no 

diagnóstico emitido. Atualmente, o uso da TC tem sido amplo nas áreas de 

medicina veterinária, zoologia, biomedicina, odontologia e farmácia (186), 

sendo mais difundida e mais impactante no diagnóstico médico. 

 

3 TÉCNICAS INVASIVAS 

 

As técnicas mais acuradas para a avaliação da morfologia do tecido e 

estruturas ovarianas, envolvem cortes para a visualização de secções reais do 

tecido. Assim, há necessidade da retirada de um fragmento por biópsia, o que 

inviabiliza sua utilização após o diagnóstico. Além disso há o risco de que o 

tecido biopsiado pode não refletir o estado geral do órgão como um todo. 
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3.1 Histologia Clássica 

 

A técnica de histologia tem auxiliado a reprodução assistida em humanos 

e animais, possibilitando a análise do tecido ovariano com detalhes celulares. 

Entretanto, por ter caráter invasivo, há necessidade de realização de 

laparotomia, laparoscopia e/ou biópsia, seguida da fixação imediata do tecido 

amostrado. Este procedimento inibe a autólise tecidual, possibilita a 

preservação dos componentes celulares, melhor coloração e visualização das 

diferentes estruturas (187). 

A histologia tem subsidiado a detecção de alterações morfológicas do 

tecido ovariano, comuns em tratamentos gonadotóxicos (188), a visualização e 

morfometria de folículos em diversas fases de desenvolvimento, incluindo 

folículos pré-antrais, e a estimativa da população folicular em diversas espécies 

animais e humanos (189-223). 

Em casos de suspeita de câncer ovariano a biópsia é realizada para 

confirmação histológica de neoplasia e diagnóstico diferencial de endometriose 

e cistos ovarianos (102;180;224-228). Além de confirmar a presença de tecido 

neoplásico, a histologia é a única técnica que permite classificar o tipo de tumor 

ovariano (22;229-241). Entretanto, no caso de biópsias ovarianas, existe o risco 

de falso-negativos, pois, geralmente, somente uma pequena porcentagem do 

órgão é retirada para a biópsia, que pode não corresponder ao tecido lesionado 

(242). Além disso, há casos em que a histologia é limitada para a classificação 

de tumores, visto que estes podem apresentar padrões histológicos difusos 

(243). 
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A histologia tem contribuído ainda para a avaliação de biotecnologias, 

como o cultivo in vitro de folículos pré-antrais e tecido ovariano, permitindo a 

observação da integridade do ovócito e das células da granulosa (244-256). 

Além disso, a histologia tem auxiliado também na avaliação da eficiência 

da criopreservação de tecido ovariano (250;253-277). A integridade das 

organelas não pode ser visualizada com uso da histologia, sendo necessário 

uma técnica com maior poder de resolução. 

As técnicas clássicas de histopatologia apresentam-se ainda mais 

precisas quando aliadas à imunohistoquímica, considerado um método de 

identificação de estruturas teciduais e celulares específicas e que geralmente 

está associado à confirmação de patologias ou suas consequências funcionais 

(278-280). Assim a aplicação desta técnica necessita do conhecimento de 

marcadores ovarianos específicos (281), que para tumores ovarianos já estão 

bem estabelecidos (239;281-286).  

Deste modo, em pesquisas na área reprodutiva, a imunohistoquímica vem 

sendo utilizada na constatação de tumores ovarianos (230;286-296) e na 

caracterização e desenvolvimento folicular, utilizando marcadores de 

proliferação celular, de receptores hormonais e da secreção de substâncias 

(213;214;216;217;222;223;297-318). As técnicas de histologia e 

imunohistoquímica tem sido de grande importância na avaliação de ovários, 

pois geram diagnósticos conclusivos. Contudo, são técnicas invasivas e 

envolvem procedimentos demorados e trabalhosos. 
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3.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) é uma técnica que 

consiste na emissão de feixes de elétrons em direção a uma amostra ultrafina 

de tecido. A imagem é resultado da interação entre o feixe de elétrons com a 

amostra, sendo a imagem capturada e processada por meio de um sistema 

computacional (319). Com poder de resolução de 0,1nm, a MET possibilita a 

identificação de alterações ultraestruturais de organelas celulares (319). Esta 

característica tem sido uma justificativa importante para a inclusão desta 

técnica na caracterização do desenvolvimento folicular e ovocitário. Diversos 

trabalhos de fato tem sido realizados no sentido de elucidar as alterações 

ultraestruturais que ocorrem no ovócito e células foliculares em todas as etapas 

da foliculogênese (218;219;297;320-345). Estes estudos possibilitam o 

conhecimento básico da biologia e dos processos biológicos da reprodução 

humana e animal com melhor poder de resolução que a histologia. 

A abordagem ultraestrutural tem sido de extrema importância no estudo 

ovariano, permitindo identificar e caracterizar lesões como tumores (287;346-

352) e lesões acarretadas por terapias gonadotóxicas, como a quimioterapia 

(353-355). 

Além disso, possibilita avaliar a eficiência de técnicas como a 

criopreservação, tendo como parâmetro a ultraestrutura de folículos e ovócitos 

(265-267;270;274;356-372). Assim, considerando que várias etapas do 

procedimento de criopreservação podem acarretar lesões no tecido ovariano, o 

uso da MET, muitas vezes, está associada a melhorias nos protocolos 

desenvolvidos. A mesma situação ocorre no aprimoramento do cultivo in vitro, 
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no qual a MET subsidia a avaliação da eficiência do cultivo in vitro de tecido 

ovariano e folículos pré-antrais (366;373-381). 

Entretanto, as principais limitações no uso desta ferramenta são o tempo 

de execução, a onerosidade e a possibilidade de avaliação de apenas um 

número limitado de amostras. 

 

4 CONCLUSÕES 

 

O ultrassom é a técnica de imagem não invasiva mais utilizada para a 

visualização de ovários. No entanto, pouco contribui na observação do interior 

do ovário, mesmo após inovações com uso de doppler e imagens 3D. A RM 

tem sido utilizada na identificação e diferenciação de tumores e, embora tenha 

melhor resolução que o ultrassom, também é limitada para avaliar a recorrência 

de tumores ovarianos após tratamento terapêutico ou cirúrgico. A TC tem a 

vantagem de permitir verificar este tipo de recorrência pós-terapia. A RM e a 

TC tem possibilitado a visualização das relações espaciais implícitas, 

principalmente com o uso de contrastes. Ainda não há relatos da visualização 

de folículos pré-antrais com uso de técnicas não invasivas. A histologia tem 

possibilitado a caracterização de estruturas ovarianas e o diagnóstico 

patológico e diferencial, principalmente quando aliada à imunohistoquímica. O 

uso da MET é um avanço no estudo ovariano, permitindo a avaliação 

ultraestrutural.  

Muitas vezes é necessário comparar resultados obtidos com diferentes 

técnicas de imagem. Essa interação entre técnicas é evidente na literatura e 

importante para a caracterização ovariana e para os diagnósticos patológicos. 
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Um desafio é eleger a técnica mais adequada para cada caso, com base na 

velocidade, qualidade e custo da obtenção de um diagnóstico final. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA NA AVALIAÇÃO DE 

ESTRUTURAS OVARIANAS EM MAMÍFEROS DOMÉSTICOS 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Os ovários são constituídos de um tecido especializado complexo que 

apresentam duas regiões distintas, o córtex e a medula. No córtex se 

encontram as estruturas funcionais do órgão: folículos ovarianos, em diversos 

estágios de desenvolvimento e corpos lúteos, além de corpos hemorrágicos e 

corpos albicans (1;2). A medula é constituída por vasos sanguíneos e linfáticos, 

nervos e tecido conjuntivo (3). Usualmente, o córtex aparece externamente e a 

medula internamente; nos equídeos, no entanto, a disposição é invertida, 

sendo o córtex a camada interna e a medula externa (4). A visualização das 

estruturas funcionais do ovário pode ser útil na determinação da fase do ciclo 

estral, como também na identificação de patologias reprodutivas (5). 

Diversas técnicas de diagnóstico por imagem têm sido empregadas na 

avaliação dos ovários. A radiografia (raio-X) foi a primeira ferramenta de 

imagem utilizada para esta finalidade. Com o crescente interesse no sucesso 

da reprodução animal e humana, a ultrassonografia passou a ser o instrumento 

de diagnóstico mais usual na avaliação de estruturas ovarianas. Essa técnica 
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aumentou a precisão de exames ginecológicos e possibilitou a identificação de 

tumores e cistos ovarianos (6-14). Com o surgimento do doppler tornou-se 

possível diferenciar patologias malignas ovarianas com base na observação de 

regiões de neovascularização (15).  

No início dos anos 70 o surgimento da técnica de tomografia 

computadorizada trouxe perspectivas de melhoria no diagnóstico por imagem 

devido a algumas vantagens em relação à ultrassonografia (US) (16). Esta 

técnica foi aperfeiçoada e a microtomografia computadorizada (microTC) 

possibilitou a caracterização ainda mais informativa das estruturas ovarianas 

(17;18). Apesar do uso da microTC ser mais frequente na avaliação de tecidos 

mineralizados, como ossos e dentes (19-25), esta técnica também tem sido 

aplicada na observação de tecido cerebral (26-29), vasos e artérias (30-36), e 

no diagnóstico de patologias em diversos órgãos (24;37-41). A utilização da 

tomografia computadorizada no estudo ovariano, ainda que discreto, está mais 

direcionado à pesquisa em humanos, como na identificação de tumores (15; 

42-51) e torções ovarianas (52). Outros estudos utilizaram esta técnica em 

poucas espécies animais (macacos: 53;54; ratos: 55). 

A microTC é uma técnica não invasiva que detecta diferenças de 

densidade menores que 1% e possibilita a visualização de estruturas em 

escala micrométrica (56), o que é favorável em estudos de reprodução. As 

estruturas funcionais ovarianas podem ser visualizadas tanto na TC como na 

US. Ao contrário da US, a TC permite reconstruir o tecido ovariano em 3D, em 

vários planos de corte e em tempo real, tornando-se vantajosa no estudo de 

patologias ovarianas (57-60). Além disso, a TC é uma técnica rápida e não 

invasiva, assim como a US, mas, diferente desta, apresenta resolução 
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compatível com a histologia (61). Técnicas de alta resolução, como a 

histologia, a microscopia eletrônica de transmissão e a microscopia confocal de 

varredura a laser são invasivas, pois dependem da biópsia do tecido a ser 

avaliado (62). Por este e outros motivos, a tomografia computadorizada 

apresenta potencial para auxiliar estudos em reprodução animal. Assim, este 

estudo é uma investigação pioneira no uso da microTC para explorar e 

comparar estruturas ovarianas em diversas espécies de mamíferos 

domésticos. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizados ovários inteiros de rata (n=2), cadela (n=2), gata (n=1) e 

vaca (n=2) e hemi-ovários de porca (n=3), égua (n=3) e jumenta (n=1) oriundos 

de animais adultos, hígidos e não prenhes. Os ovários de cadela, gata, égua e 

jumenta foram provenientes de ovariohisterectomia eletiva, os de porca e vaca 

proveniente de abatedouro certificado, e o de rata oriundo do biotério da 

Universidade de Brasília. 

O material foi fixado em solução de Carnoy durante a noite (égua, 

jumenta, porca e vaca) ou durante 8 horas (cadela, gata e rata) em temperatura 

ambiente. Após a fixação, o material foi submerso em álcool 70% e mantido 

sob refrigeração (4ºC). 
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2.1 Microtomografia computadorizada (microTC) 
 

Os ovários e hemi-ovários fixados foram submersos em uma solução de 

álcool (70%) com iodo (1%) durante 24 horas antes do escaneamento para 

obtenção de contraste. A microTC foi realizada com o aparelho de 

microtomografia Skyscan 1076 (Skyscan, Aartselaar, Belgium), no qual os 

parâmetros utilizados foram: 100 kV, 100 mA, resolução de 9µm, filtro de 

alumínio de 1 mm. A reconstrução bidimensional das imagens foi realizada com 

o software NRecon (V 1.6.9, versão 64 bit com aceleração GPU) e para as 

análises tridimensionais das imagens reconstruídas foram utilizados os 

softwares CTvox (V 1.5.0, versão 64 bit) e DataViewer (1.5.0 versão 32 bit). 

Todos os softwares utilizados são desenvolvidos pela Skyscan (Kontich, 

Belgium). 

 

2.2 Histologia 

 

A técnica de histologia foi utilizada como procedimento controle e de 

confirmação das estruturas ovarianas identificadas na microTC. Após o 

escaneamento, os ovários/hemi-ovários foram transferidos individualmente 

para solução de álcool 70% e seguiram para os procedimentos de desidratação 

em soluções crescentes de álcool (80%, 90% e 100%), diafanização em xilol, 

infiltração e inclusão em parafina (Paraplast, Sigma). De cada ovário foram 

realizados 5 cortes da região central do órgão na espessura de 5µm que foram 

montados em lâminas e corados com hematoxilina e eosina (HE). 

As lâminas foram avaliadas em microscópio de luz (Leica DM1000, Leica, 

Wetzlar, Germany) e fotografadas com câmera digital (Leica DFC280, Leica, 
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Wetzlar, Germany) acopladas ao software Leica Application SuitZe (versão 

2.7.0 R1 Copyright 2003-2007, Leica Microssystems, Switzerland). As imagens 

de todos os campos microscópicos foram documentadas com objetiva de 4x e 

unidas com o uso do software Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems 

Incorporated-Versão 13.0x64, USA) para reconstrução do corte histológico 

total. 

 

3 RESULTADOS 

 

Em todas as sete espécies estudadas as imagens selecionadas da região 

tomográfica se apresentava idêntica ou bastante semelhante à imagem 

reconstruída do corte histológico. Foi possível observar as estruturas ovarianas 

hipercaptantes devido à utilização do contraste (iodo). Foi verificado que os 

vasos sanguíneos calibrosos, mais presentes na região medular, se ramificam 

em vasos mais delgados que penetram no córtex. No ovário de gata (Figura 

1A), jumenta (Figura 1B) e égua (Figura 1C) os vasos sanguíneos se 

encontram em maior concentração na região medular, enquanto que nos 

ovários de porca (Figura 1D), vaca (Figura 1E) e rata (Figura 1F) os vasos 

estão dispersos em todo o tecido ovariano. Nos ovários de jumenta (Figura 1B) 

e de égua (Figura 1C) é notável a inversão das regiões ovarianas em relação 

às outras espécies, com a região cortical situada internamente e a medular na 

periferia. 

_____________________________________________________________________________
Figura 1. Imagens reconstruídas de microtomografia dos ovários evidenciando vasos 
sanguíneos. A: gata. B: jumenta. C: égua. D: porca. E: vaca. F: rata. Note a maior 
concentração de vasos sanguíneos na região medular nas figuras A, B e C e a 
dispersão dos vasos nas figuras D, E e F. As áreas claras nos ovários de jumenta (B) 
e rata (F) revelam grande concentração de substância contrastante. Barras = 2,5 mm. 
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Com exceção dos ovários de égua e jumenta, a observação dos folículos 

antrais e corpos lúteos foi bastante nítida pela microTC, o que foi confirmado 

pela histologia (Figura 2). Nos ovários de gata (Figuras 2A e 2B), cadela 

(Figuras 2C e 2D) e porca (Figuras 2E e 2F), bem como de vaca (Figura 3) e 

rata, os folículos antrais encontram-se dispersos no córtex ovariano.  

A microTC permite visualizar o órgão em 3D, como pode ser visto na 

Figura 3 que apresenta os três planos de corte do ovário de vaca. Esta 

ferramenta possibilitou maior detalhamento das estruturas ovarianas. De um 

modo geral, o estroma hiperdenso auxiliou na distinção de folículos antrais, 

corpos lúteos e as regiões de córtex e medula ovarianas (Figura 3), em função 

da maior absorção da substância contrastante. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_______________________________________________________________
Figura 2. Imagens reconstruídas de microtomografia e cortes histológicos de ovários. 
A; B: gata (Barra = 2 mm). C; D: cadela (Barra = 2 mm). E; F: porca (Barra = 1,4 mm). 
Foram selecionadas imagens da região tomográfica idêntica ou bastante semelhante à 
imagem reconstruída do corte histológico. Setas finas: folículos antrais, setas grossas: 
corpos lúteos. 
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Figura 3. Imagens reconstruídas em 3D de microtomografia de ovário de vaca 
mostrando córtex, medula e folículos antrais bem definidos. A: Imagem da 
reconstrução em 3D onde podem ser observados todos os planos de corte: sagital 
(vermelho), axial (azul) e coronal (verde). B: Imagem bidimensional do plano de corte 
sagital. C: Imagem bidimensional do plano de corte axial. D: Imagem bidimensional do 
plano de corte coronal. Região de medula destacada pela linha pontilhada. Observar a 
grande quantidade de folículos antrais dispersos no córtex.  

 

 

Com a reconstrução das imagens em 3D e análise das diversas secções 

virtuais, foi possível visualizar ovócitos dentro de alguns folículos antrais em 

ovário de gata (Figura 4). 
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Figura 4. Imagem de microTC de ovário de gata mostrando ovócitos dentro de 
folículos antrais (setas brancas). Barra = 2 mm. 

 

A utilização de um dispositivo do software DataViewer, que permite alterar 

o contraste das estruturas, possibilitou maior qualidade na visualização das 

imagens, com destaque para os corpos lúteos (Figura 5). Corpos lúteos se 

encontraram em maior quantidade do que folículos antrais nos ovários de égua 

(Figura 5A), porca (Figura 5B) e rata (Figura 5C), provavelmente devido à fase 

do ciclo estral em que se encontravam os animais. 
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Figura 5. Imagem de microtomografia utilizando dispositivo de alteração de contraste 
que possibilitou evidenciar corpos lúteos. A: égua. B: porca. C: rata. CL: corpos 
lúteos. Barras = 2,5 mm. 

 

Não foi observado nenhum folículo pré-antral com o uso da microTC, 

embora tenha sido confirmada a presença dessas estruturas nos ovários de 

gata, cadela, rata, porca e vaca com a técnica de histologia. Todavia, no ovário 

de gata, o dispositivo de coloração do software DataViewer utilizado 

possibilitou situar as regiões  pela histologia onde havia maior concentração de 

folículos pré-antrais (Figura 6). Além disso, essa ferramenta potencializou a 

diferenciação das regiões de córtex e medula. 
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Figura 6. Imagem de microtomografia utilizando o dispositivo de coloração do software 
DataViewer (A) e corte histológico reconstruído (B) de ovário de gata (Barra = 2 mm). 
Em destaque (retângulos tracejados) a região contendo folículos pré-antrais realçada 
pela coloração verde na imagem de microTC. Insert: área ampliada contendo 
inúmeros folículos pré-antrais (Barra = 50 µm). 
 

4 DISCUSSÃO  

Este é o primeiro trabalho que demonstrou o uso da microTC para 

explorar e comparar estruturas ovarianas em diversas espécies de mamíferos 

domésticos. Nas sete espécies estudadas foi possível distinguir as regiões de 

córtex e medula, bem como identificar em algumas delas folículos antrais e 

corpos lúteos e observar a distribuição dos vasos sanguíneos. 

Esta técnica comprovou a viabilidade da análise morfológica de vasos 

sanguíneos de médio e grande calibre nos ovários, entretanto, a visualização 

de capilares é limitada pela resolução do sistema de imagem (35). Neste 

estudo, a utilização de um dispositivo do software DataViewer tornou possível 

alterar o contraste das estruturas e encontrar maior definição das imagens. As 

ferramentas de contraste e coloração do software são dinâmicas e de fácil 

acessibilidade aos usuários do equipamento. Assim como demonstrado em 
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pesquisas com ovários humanos, a microTC é uma técnica viável e promissora 

para estudos da angiologia ovariana em mamíferos domésticos, principalmente 

para a avaliação de vasos sanguíneos no período periovulatório (63), que é 

marcado pela intensa neovascularização perifolicular (64;65). 

Os resultados do presente estudo confirmaram que o contraste por 

imersão em iodo resultou na boa visualização dos ovários pela técnica de 

microTC, contudo, apesar de nosso estudo ter sido realizado in vitro, já foi 

demonstrado que o contraste endovenoso é um método assertivo para a 

identificação de vasos sanguíneos (57;58;61;62;66;67), o que demonstra a 

possibilidade da realização destas análises in vivo. A utilização de outros tipos 

de contraste também é possível, como iohexol, sulfato de bário, entre outros a 

base de iodo (60;63;68-71) e novos estudos estão sendo realizados com 

contrastes de nanopartículas (40). 

A investigação in vivo minuciosa da rede vascular requer uma técnica de 

imagem de alta resolução, sendo a tomografia computadorizada apropriada 

para este tipo de análise (35). A ultrassonografia transvaginal continua sendo o 

principal método de avaliação das estruturas pélvicas e, com o uso de doppler, 

a neovascularização tem sido observada como indicador do período fértil em 

mulheres (14;72;73), visto que esta técnica é um instrumento auxiliar de alta 

sensibilidade nesse tipo de investigação (65;74). Todavia, as vias transvaginal 

e a transretal, que proporcionam melhor visualização, tem seu uso limitado em 

algumas espécies animais. Este é o caso de animais de pequeno porte, como 

cadelas, gatas e porcas, dentre outros, e até mulheres, quando estas 

apresentam integridade himenal (15). A alternativa de utilizar a ultrassonografia 

transabdominal para mensurar folículos antrais em macacas mostrou-se 
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limitada (75). A difícil visualização das regiões periféricas dos ovários é 

resultado da sobreposição dos ossos pélvicos, presença de conteúdo fecal e 

gases nos intestinos (54). Além disso, a vantagem que a ultrassonografia 

associada a doppler colorido apresenta, como possibilitar a visualização da 

perfusão sanguínea no ovário (35;76-78), é questionável pelo fato das 

avaliações ovarianas serem restritas apenas à superfície do tecido. 

O nosso trabalho mostrou ser possível a observação de estruturas 

ovarianas, como folículos antrais e corpos lúteos, pela técnica de microTC em 

todas as espécies avaliadas. As estruturas identificadas nas imagens 

tomográficas foram confirmadas por cortes histológicos. Outro estudo 

comparou imagens de ovários obtidas com a técnica de tomografia 

computadorizada e histologia em primatas e confirmou a presença de folículos 

antrais (53;54) o que sugere a possibilidade do uso desta técnica para 

diagnósticos de patologias relacionadas a esta estrutura. Em humanos, a 

visualização de folículos antrais por tomografia computadorizada já foi utilizada 

para o diagnóstico de ovários císticos e policísticos (50;57;59;79). Com isso, a 

técnica de ultrassonografia pode vir a ser complementada ou substituída pela 

tomografia computadorizada. Trabalhos demonstraram ser possível observar e 

até contar folículos antrais com as técnicas de ultrassonografia transvaginal 

convencional (80;81) ou em 3D (82-85). Contrariamente a isto, outros estudos 

mostraram que estas técnicas apresentam baixa contagem de folículos, mesmo 

quando em 3D (86-87). 

Em nosso estudo, foi possível ainda observar ovócitos dentro de folículos 

antrais com a técnica de microTC, o que merece maiores investigações e pode 

ser útil para aplicações futuras. Folículos pré-antrais não puderam ser 
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visualizados no presente trabalho com esta técnica, provavelmente pela 

característica hipodensa e ausência de líquido nessas microestruturas, além de 

seu pequeno tamanho. No entanto, com o uso de ferramentas do software 

DataViewer, que possui dispositivo de coloração passível de evidenciar certas 

estruturas, foi possível identificar regiões do córtex ovariano onde havia grande 

concentração de folículos pré-antrais em ovários de gatas. É possível que 

características intrínsecas desta espécie, como a concentração dos folículos 

pré-antrais em áreas bem definidas e a organização do estroma, tenham 

contribuído para este resultado. É possível ainda que esta ferramenta tenha 

ressaltado a região dos folículos pré-antrais em função da área estar permeada 

por grande quantidade de ovócitos, que, por se tratarem de células com grande 

citoplasma, conferem menor densidade à região, assim como foi destacada a 

região medular que também é menos densa. Mais estudos precisam ser 

realizados neste sentido. 

Corpos lúteos foram observados em ovários de rata, porca, égua e 

jumenta, mas ausentes em gata, cadela e vaca. A ausência de algumas 

estruturas como corpos lúteos em ovários de gata, cadela e vaca e folículos 

antrais em égua e jumenta pode ser devido à fase do ciclo estral em que se 

encontravam esses animais. A presença de corpos lúteos (47) e albicans 

haviam sido detectadas por outros estudos (55) 

Os resultados dessa pesquisa abrem perspectivas para estudos não 

invasivos de caracterização morfológica de ovários em animais domésticos, 

como tem sido desenvolvido em humanos (45;57;58;79;88), e também para o 

acompanhamento de procedimentos de reprodução assistida, visto que os 

resultados podem vir a ser extrapolados para o uso da técnica in vivo com a 
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avaliação dos ovários in loco. Destacam-se avaliações in vivo, nos quais a 

sobreposição de ossos, gases, fezes, entre outros, limitam a ultrassonografia e 

também casos em que a técnica invasiva é impossibilitada ou indesejável. 

Outra aplicação promissora é no estudo da população de folículos e do 

desenvolvimento folicular, na qual uma imagem 3D pode tornar o diagnóstico 

mais prático e acurado na avaliação do tecido ovariano, mesmo em estruturas 

bastante homogêneas (89).  

A técnica de microTC apresentou resolução suficiente para a observação 

de estruturas ovarianas, tornando possível identificar com precisão folículos 

antrais, inclusive com visualização do ovócito, corpos lúteos e outras estruturas 

de interesse. Todos os achados tomográficos foram confirmados com a técnica 

de histologia e a popularização desta técnica dependerá do barateamento do 

procedimento, que se apresenta promissor para a pesquisa científica e a rotina 

clínica ligada à reprodução humana e animal. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

 

 

 

 

ULTRAESTRUTURA DE OVÓCITOS DURANTE O DESENVOLVIMENTO 

FOLICULAR EM MAMÍFEROS DOMÉSTICOS 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

No momento do nascimento, as fêmeas mamíferas apresentam dezenas 

de milhares de ovócitos. A região do córtex ovariano é marcada pelos inúmeros 

folículos ali presentes, considerados unidades funcionais do ovário que se 

mostram em diferentes estágios de desenvolvimento (1;2). Os folículos são 

classificados de acordo com o tamanho, tipo e a quantidade e morfologia das 

células da granulosa, além da dependência, ou não, de hormônios 

gonadotróficos. São denominados folículos antrais ou pré-antrais, dependendo 

do início da formação da cavidade antral. Folículos que ainda não apresentam 

cavidade antral (pré-antrais) são geralmente classificados em primordiais, 

primários ou secundários (3).  

Na fase antral a maioria dos folículos sofre degeneração por atresia (4), 

tendo em vista que somente alguns poucos folículos atingem a fase pré-

ovulatória, mediante estímulo de gonadotrofinas. Assim, os folículos são 

regulados por hormônios endócrinos e parácrinos (5;6) e seu completo 
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desenvolvimento culmina na ovulação. Este fenômeno é marcado pela 

liberação do complexo cumulus-ovócito, competente para ser fertilizado.  

Muitas pesquisas têm sido desenvolvidas para compreender a regulação 

hormonal no desenvolvimento de folículos pré-ovulatórios. Proporcionalmente, 

o número de pesquisas com foco no desenvolvimento dos folículos ovarianos 

em estágios iniciais de desenvolvimento é bastante limitado (7-9).  

O complexo processo de desenvolvimento folicular e ovocitário é marcado 

por alterações fisiológicas e ultraestruturais. Nesta revisão, são descritas 

algumas alterações morfológicas que ocorrem durante o crescimento folicular e 

ovocitário, assim como a diferenciação entre algumas espécies mamíferas. 

Com especial atenção aos folículos pré-antrais, ressalta-se a importância de 

avançar na compreensão acerca da fisiologia das células germinativas 

femininas.  

 

2 ORIGEM E ESTABELECIMENTO DE FOLÍCULOS OVARIANOS 

 

As células germinativas originam um grupo de células germinativas 

primordiais, derivadas da massa celular interna do blastocisto em 

desenvolvimento (10). Estas células germinativas primordiais surgem no 

alantoide e migram para a endoderma e crista genital (11). Durante sua 

migração, as células germinativas sofrem divisão por mitose e aumentam em 

quantidade (12). A proliferação do epitélio celômico e a condensação 

concomitante do mesênquima levam à formação de um edema, denominado 

crista genital (13). Inicialmente, a crista genital não contém células germinativas 

primordiais, que nesse momento ainda estão localizadas no epitélio do saco 
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vitelino, próximo da base do alantoide. A migração das células germinativas 

primordiais atinge as cristas genitais por meio de movimentos ameboides (13). 

Uma vez estabelecidas no ovário em desenvolvimento, as células 

germinativas primordiais, em plena proliferação, se diferenciam em ovogônias 

(12). A população de ovogônias se expande por meio de uma série de divisões 

mitóticas até que as células entrem em processo de meiose e se tornem 

ovócitos primários (14;15). Assim, o número máximo de células germinativas 

femininas é atingido no período de transição entre mitose e meiose (16).  

Embora Johnson e colaboradores (17) tenham demonstrado que as 

células germinativas primordiais estão presentes no epitélio do ovário de 

indivíduos adultos, superficialmente situadas, ainda há controvérsia se a 

reserva de ovócitos é mesmo renovável (18). As primeiras ovogônias que vão 

sofrer divisão meiótica estão localizadas nas zonas mais internas do córtex 

ovariano, sendo que o sentido da onda de desenvolvimento meiótico ocorre de 

dentro para fora. Em humanos e em grandes mamíferos, fetos no terço final da 

gestação já possuem ovários com células germinativas em diferentes estágios 

de desenvolvimento (10). Aglomerados de células germinativas são formados 

de ovogônias rodeadas por células somáticas que são as precursoras das 

células da granulosa (12;19). 

Em algumas fêmeas mamíferas, como a vaca, ovelha e búfala (20), a 

foliculogênese inicia-se antes do nascimento. Em camundongas, ratas e 

hamsters (21;22) a foliculogênese tem início somente após o nascimento. 

Neste momento, todas as células germinativas dos ovários são representadas 

por ovócitos primários. Os ovócitos permanecerão no estágio primário até a 

chegada da puberdade, quando grupos de folículos serão sistematicamente 
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recrutados para ovulação, a cada ciclo estral (10). Mesmo antes do 

nascimento, alguns ovócitos já entrarão em apoptose. Esse fenômeno reduz o 

número de folículos ovarianos e as fêmeas nascem com um número muito 

menor de ovócitos que o número máximo alcançado durante a vida fetal (23). 

O estoque de folículos pré-antrais é bastante variável entre espécies (24), 

sendo estimado em 70.576 em bovinos Bos indicus (25) e 89.577 em bovinos 

Bos Taurus (26), 19.819 em búfalas (27), 75.642 em ovelhas (28), 37.646 em 

cabras (29), 402.000 em seres humanos (30), 106.071 em macacos-prego 

(Cebus apella) (31), 37.853 em gatas domésticas (32), 210.000 em porcas (33) 

e 47.900 em cadelas domésticas (34). Diariamente um grande número de 

folículos primordiais é ativado, células da granulosa proliferam e ovócitos 

iniciam desenvolvimento no ovário de fêmeas mamíferas (35). A ativação de 

folículos primordiais inicia uma série de alterações morfológicas, caracterizando 

o surgimento dos folículos primários e secundários (ainda pré-antrais) e dos 

folículos terciários e pré-ovulatórios (antrais) (36). Estas modificações podem 

ser observadas pelo diâmetro do folículo e do ovócito e pelo incremento no 

número de células da granulosa (Tabela 1). Inúmeras alterações fisiológicas e 

ultraestruturais ocorrerão no folículo e no ovócito e essas modificações podem 

divergir significativamente entre as espécies mamíferas. 
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Tabela 1. Diferenças no diâmetro folicular, no ovócito e número das células da 
granulosa em diversas espécies. PL: folículo primordial, PR: folículo primário, 
S: folículo secundário. 

Espécie 

/Referência 

Diâmetro 
Folicular (µm) 

 
Diâmetro do 
ovócito (µm) 

Número médio de 
células da granulosa 

PL PR S  PL PR S  PL PR S 

Vaca [41] 36,0 48,5 88,4  28,1 31,7 43,8  7,0 15,0 62,0 

Búfala [46] 35,0 41,8 53,3  24,9 26,9 29,4  4-8 8-20 - 

Ovelha [103] 40,8 75,2 128,5  34,6 52,1 72,9  16,0 128,0 637,0 

Caprino[51] 20,0 24,4 44,2  15,9 17,3 24,5  6,0 11,0 31,0 

Gata [32] 28,3 41,0 74,6  23,1 30,1 40,8  7,0 13,0 46,0 

Cadela [34] 27,5 42,6 101,6  21,7 27,8 48,0  6,0 15,0 62,0 

Mulher [104] 35,4 41,9 77,2  32,1 32,2 47,8  13,0 52,0 360,0 

Porca [42] 33,8 40,4 84,5  26,0 27,3 39,1  5,0 8,0 50,0 

 

3 ESTRUTURA DOS FOLÍCULOS PRIMORDIAIS E ATIVAÇÃO 

 

Os folículos primordiais são caracterizados por um ovócito quiescente, (no 

estágio de prófase I da meiose) cercado por uma única camada de células da 

granulosa achatadas. Estes folículos primordiais constituem a reserva ovariana, 

da qual sairão comprometidos com o desenvolvimento folicular (37).  

Os ovócitos quiescentes são ovoides ou esféricos, com citoplasma 

homogêneo. O núcleo pode apresentar posição centralizada ou excêntrica, no 

interior dos ovócitos na maioria das espécies (Figura 1A e 1B). O núcleo é 

envolvido por uma membrana lisa (38;39) e normalmente a cromatina encontra-

se condensada em um ou dois nucléolos (Figura 1C) (39-42).  

Na maioria das espécies, o citoplasma dos ovócitos de folículos 

primordiais exibe organelas próximas ao núcleo ou organelas uniformemente 
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dispersas (Figura 1A e 1B). As organelas mais abundantes são as mitocôndrias 

com formato arredondado (Figura 1B) (41), que são a forma imatura desta 

organela, que passará a apresentar um formato alongado quando madura (43). 

A presença de mitocôndrias imaturas condiz com os folículos primordiais que 

contém ovócitos quiescentes e não requerem quantidade significativa de 

energia sua manutenção (41). Na espécie suína, uma abundante e dispersa 

população de mitocôndrias é evidente nos ovócitos de folículos primordiais, 

com uma extensa rede de retículo endoplasmático permeando o citoplasma 

(44). Em fêmeas bovinas, os ovócitos de folículos primordiais apresentam 

mitocôndrias arredondadas abundantes com pequeno número de cristas 

periféricas (41). Em bovídeos selvagens observam-se algumas mitocôndrias 

com formato de capuz (“hooded”) (39).  

Além de mitocôndrias, o ooplasma do folículo primordial contém gotas 

lipídicas, retículo endoplasmático, algumas cisternas de Golgi, polirribossomos 

e poucas vesículas (43). Em felinos selvagens o retículo endoplasmático 

apresenta-se pouco desenvolvido e a observação de complexos de Golgi é 

pouco comum (45). No ooplasma de ovócitos de búfalas, observa-se uma 

região delimitada por um retículo endoplasmático liso bastante desenvolvido 

(46). Em bovinos selvagens (39) e porcas (42) os polirribossomos são 

observados na superfície do retículo endoplasmático rugoso, distribuídos por 

todo o ooplasma. 

Os ovócitos de todos os mamíferos contêm lipídios, sendo que a 

abundância e a característica lipídica variam entre as espécies. Especialmente 

em porcas, as gotas lipídicas são abundantes nos ovócitos desde a fase de 

folículos primordiais, sendo apresentadas como pequenas estruturas 
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arredondadas e escuras (Figura 1A) (42). Essas gotas lipídicas são 

consideradas como fonte de energia (47). Na maioria das espécies, é comum 

que o retículo endoplasmático, as mitocôndrias e as gotículas lipídicas estejam 

associados entre si (Figura 1D) (43).  

Esta associação permite a transmissão eficiente de sinais de cálcio 

citosólico para a mitocôndria, permitindo a ativação do metabolismo 

mitocondrial e um incremento na oferta de ATP para a bomba de cálcio no 

retículo endoplasmático (48;49). Benhard e Rouiller (50) afirmaram que se trata 

de uma inter-relação fisiológica, na qual lipídios fornecem matéria prima para 

as mitocôndrias produzirem ATP para um ciclo de crescimento e atividade do 

retículo endoplasmático. À medida que o folículo se desenvolve, ocorre um 

aumento no número destas unidades metabólicas no ooplasma, o que sugere 

um aumento no metabolismo do ovócito (27).  

Em cabras, búfalas e ovelhas, muitas vesículas estão espalhadas por 

todo o citoplasma e apresentam diferentes elétron-densidades, o que pode 

significar diferentes conteúdos (46;51;52). Em folículos primordiais, as células 

da granulosa são pequenas e têm um núcleo relativamente grande que 

corresponde ao formato da célula, apresentando aglomerados de cromatina 

condensada e não condensada (41). Em cabras, as células da granulosa 

apresentam baixa densidade de organelas citoplasmáticas (51). Em búfalas se 

observam figuras mielínicas (46), resultado da digestão de estruturas velhas ou 

não funcionais (53).  

De modo geral, não há junções especializadas entre as células da 

granulosa ou entre estas e o ovócito. Neste estágio de desenvolvimento 

folicular, qualquer substância é incorporada ao ovócito por endocitose, ou por 
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meio de difusão, quando há contato íntimo entre as membranas das células da 

granulosa e o ovócito. Este fenômeno é observado pela presença de um 

grande número de “coated pits” no citoplasma cortical de ovócitos de folículos 

primordiais de bovino (Figura 1E) (40;41;54;55) e outras espécies (39;51). 

O início do crescimento e a transição do folículo primordial para o estágio 

primário se inicia com a ativação de folículos primordiais. A partir disso os 

folículos se tornam comprometidos e o crescimento folicular prossegue até que 

o folículo ovule ou sofra atresia (37;56). A ativação folicular ocorre apenas em 

um pequeno número de folículos a cada ciclo estral (57), sendo o entendimento 

dos fatores responsáveis pelo desencadeamento do desenvolvimento folicular 

um dos maiores gargalos para a compreensão da foliculogênese. 

As alterações clássicas que caracterizam o desenvolvimento inicial são a 

diferenciação e proliferação das células da granulosa e a expansão do ovócito: 

no folículo primário as células da granulosa se tornam cuboides e mais 

numerosas (2;58). Além disso, em vacas (2) e búfalas (46), após a ativação 

folicular, o ovócito sofre expansão e as proteínas da zona pelúcida segregam 

entre o ovócito em desenvolvimento e as células da granulosa. Em algumas 

espécies, incluindo ratos (59), camundongos (11), hamsters (60), porquinhos 

da índia (61), coelhos (62), macacos (63), humanos (64;65), ovelhas (52), 

gatos (32), e gatos selvagens (45) a zona pelúcida é bastante evidente na fase 

de folículo primário. 

De modo geral, a maioria das características ultraestruturais do ooplasma, 

de suas organelas e inclusões de folículos primários, é semelhante às descritas 

nos folículos primordiais. A maior parte das mitocôndrias ainda se encontra 
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arredondadas, embora mitocôndrias alongadas e em divisão já são observadas 

e irão se tornar cada vez mais frequentes (43). 
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Figura 1. Micrografias de folículos primordiais. A: Folículo de porca com núcleo 
central e gotas lipídicas na região lateral do ovócito. B: Folículo de cadela com 
núcleo periférico. Observar a abundância de mitocôndrias arredondadas 
espalhadas de maneira homogênea no ooplasma. C: Folículo de vaca com 
nucléolo no núcleo do ovócito. D: Detalhe do íntimo contato entre a célula da 
granulosa e o ovócito em folículo de gata, que mostra muitos “coated pits” 
(setas finas) no ooplasma. Notar o polirribossomo (seta grossa) livre no 
citoplasma. E: Associação entre gotas lipídicas, retículo endoplasmático liso 
(setas) e mitocôndria em ovócito de porca. O: ovócito, Nu: núcleo, GC: célula 
da granulosa, L: gota lipídica, Mt: mitocôndria, *: nucléolo. 
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4 TRANSIÇÃO DO FOLÍCULO PRIMÁRIO AO FOLÍCULO SECUNDÁRIO  

 

Uma vez que o folículo primário inicia seu desenvolvimento este processo 

não sofre interrupção. Muitas alterações morfológicas ocorrerão no ovócito e 

nas células da granulosa nos estágios subsequentes da foliculogênese (66).  

As organelas que estavam uniformemente distribuídas ao longo do 

citoplasma, nos estágios primordial e primário iniciais, migram para a periferia 

no ooplasma, já como folículos secundários, deixando um rastro, que é 

representado por uma região livre de organelas próximo ao núcleo (42). Em 

gatas, as organelas se apresentam aglomeradas (32). Em humanos, grupos de 

organelas denominados corpúsculos de Balbiani (67) são observados próximo 

ao núcleo. Em vacas (41;43;68), ovelhas (69), cabras (29;51;70), gatas (32), 

búfalas (27;46), bovídeos selvagens (39) e em humanos (67;71) os ovócitos de 

folículos secundários são predominantemente esféricos e apresentam 

citoplasma com vesículas e mitocôndrias arredondadas e alongadas. A 

mitocôndria é a organela mais abundante nos ovócitos de folículos 

secundários. Embora ainda seja observada a presença de mitocôndrias 

arredondadas (Figura 2A), a forma alongada se torna cada vez mais frequente 

ao longo do desenvolvimento folicular (Figura 2B). Em folículos secundários de 

búfalas e porcas isso é diferente, sendo as mitocôndrias arredondadas mais 

abundantes e as mitocôndrias alongadas bastante raras neste estágio de 

desenvolvimento (42;46).  

Em ovócitos de algumas espécies, como gatas, podem ser observados 

dois tipos de mitocôndrias arredondadas (32), algumas com baixa densidade 

de eletrons e poucas cristas periféricas (Figura 2C) e outras bastante eletron-



 

80 
 

densas e com muitas cristas periféricas. Em vacas e búfalas, é comum 

observar mitocôndrias que apresentam uma membrana que dá origem a um ou 

mais compartimentos (41;46), o que sugere divisão ao nível da organela (41). 

Em mitocôndrias de ovócitos de cabras, alguns cristais estão dispostos 

bastante próximos e paralelos à membrana externa da mitocôndria, que 

originam uma evidente área central de matriz interna com eletron-densidade 

moderada (51). Na matriz mitocondrial de porcas e vacas, grânulos eletron-

densos são frequentemente observados (Figuras 2B, 2C e 2D) (39;41;43;72). 

Estes grânulos têm sido detectados em alguns tipos celulares, localizados 

especialmente em tecidos cujo transporte de água e íons é intenso, o que 

sugere que estes grânulos atuam na regulação do ambiente iônico interno da 

mitocôndria (53).  

Silva et al. (42) revelaram que, em porcas, as mitocôndrias de formato 

arredondado, localizadas nos folículos secundários, são organizadas em forma 

de " colar de pérolas " (Figura 2E), o que também é observado em outras 

espécies (34). Mitocôndrias em formato de capuz (“hooded”) (Figura 2F) e em 

formas pleomórficas (Figura 2G), podem ser visualizadas nos ovócitos de 

folículos secundários de ovelhas (73), bovinos domésticos (74) e selvagens 

(39;73-75). Além de mitocôndrias, outras organelas são regularmente 

observadas, como retículo endoplasmático e cisternas de Golgi, que se 

agregam e se tornam desenvolvidos. Figuras mielínicas e vesículas são 

comumente observadas no ooplasma (41), há também inúmeros 

polirribossomos livres (Figura 1D) e uma quantidade crescente de gotas 

lipídicas (54). Em suínos as gotas lipídicas são abundantes e sofrem alterações 

na aparência, passando de pequenas gotas escuras arredondadas, em 
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ovócitos de folículos primordiais e primários, para grandes estruturas de 

coloração mais clara em ovócitos de folículos secundários (42). 

A mudança de aparência sugere lipólise citoplasmática (76), mas também 

pode ser devido a alterações na composição de ácidos graxos ao longo do 

desenvolvimento ovocitário (42). Esta variação pode ser espécie-específica, ou 

estar relacionada a fatores fisiológicos ou dietéticos dos animais (77;78). Estas 

gotas lipídicas também estão presentes em bovinos (79) e ovócitos ovinos (80), 

embora em menor quantidade.  

Em vacas (43) e búfalas (46) o número de vesículas citoplasmáticas 

aumenta em ovócitos ativos e chega a ocupar a maior parte do citoplasma dos 

ovócitos. Em suínos, algumas estruturas classificadas inicialmente como sendo 

vesículas, eram, na realidade, gotas lipídicas, o que foi comprovado por 

método de coloração específica (42). Em folículos secundários de gatas as 

vesículas são escassas. Em humanos elas surgem especialmente no estágio 

antral (19).  

Lucci et al. (29) sugeriram que algumas vesículas secretoras poderiam 

conter material para a síntese de zona pelúcida, que é constituída de 

glicoproteínas, detectadas no citoplasma de folículos (81). Em folículos 

secundários a zona pelúcida geralmente pode estar completamente formada ao 

redor do ovócito. Em algumas espécies esta estrutura pode ser observada bem 

desenvolvida no estágio de folículo primário (Figura 3A) e em espécies como 

cabras (51), búfalas (46), vacas selvagens (39), porcas (42) e cadelas (34) a 

zona pelúcida não se encontra visível em folículos primários (Figura 3B), e 

muitas vezes nem em folículos secundários. Neste caso, apenas fragmentos de  
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Figura 2. Tipos de mitocôndria observados em ovócitos de espécies 
mamíferas. A: Arredondada (porca). B: Alongada (porca). C: Arredondada com 
crista periférica (porca). D: Arredondadas com grânulos eletron-densos internos 
(vaca). E: Arredondadas em arranjo de “colar de pérolas” (cadela). F: Em 
format de capuz– “hooded” (vaca). G: Pleomórficas com cristas paralelas a 
membrana externa (cabra).  

 

 

material de zona pelúcida pode ser observado (Figura 3C). A formação da zona 

pelúcida está relacionada com o aparecimento de microvilosidades que se 

apresentam eretas na membrana plasmática do ovócito. Além disso, podem ser 

observadas projeções de células da granulosa que se estendem da zona 
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pelúcida em direção ao ovócito, onde junções comunicantes ou “gap” (Figura 

3D) são encontradas entre as membranas celulares do ovócito e as 

membranas das células da granulosa (41;43).  

As junções “gap” são responsáveis pela intercomunicação entre as 

células da granulosa e os ovócitos durante o desenvolvimento da célula 

germinativa feminina (82) e algumas evidências sugerem que interações entre 

células somáticas e ovócitos, mediadas pelas junções “gap”, são essenciais 

para o desenvolvimento e metabolismo ovocitário. Assim, nesta fase do 

desenvolvimento são encontrados também em pequena quantidade os “coated 

pits” (40).  

Os grânulos corticais são vistos pela primeira vez em folículos 

secundários. Estas estruturas são pequenas organelas, como vesículas, 

contendo enzimas que sofrem exocitose após a fertilização. Nesta fase do 

desenvolvimento os grânulos da cortical estão alinhados próximo a membrana 

plasmática do ovócito e a liberação de seu conteúdo visa endurecer a zona 

pelúcida para evitar polispermia (para detalhes, ver 83). Em ovócitos de 

folículos secundários, os grânulos da cortical geralmente aparecem em grupos 

ou “clusters” (Figura 3E), seja distribuído por todo o ooplasma ou confinado à 

região cortical profunda perto do complexo de Golgi (40). Excepcionalmente, na 

gata doméstica esses grânulos já aparecem alinhados na região cortical do 

ovócito (Figura 3F) no estágio de folículo secundário (32). Esta característica, 

juntamente com a aglomeração de organelas, indica que, em gatas 

domésticas, o processo de maturação do ovócito ocorre mais cedo do que em 

outras espécies (32).  
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Em gatas selvagens, a região periférica do ooplasma apresenta grânulos 

da cortical em fase de maturação (45) e em vacas pequenos aglomerados de 

grânulos da cortical foram inicialmente observados em grandes ovócitos de 

folículos secundários (41). Em folículos secundários com estágio de 

desenvolvimento avançado tem início a formação da teca interna (37). Neste 

período, espaços adjacentes às células da granulosa começam a ser 

preenchidos com fluido folicular (51). O acúmulo progressivo de fluido provoca 

a distensão destas cavidades e a formação inicial do antro, caracterizando 

então o estágio folicular antral (63).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

_______________________________________________________________
Figura 3. Desenvolvimento da zona pelúcida (ZP) e grânulos da cortical 
durante o crescimento folicular. A: Folículo primário de gata com a ZP 
completamente formada. B: Folículo primário de porca sem formação da ZP. C: 
Folículo secundário inicial de cadela com início de deposição de material da ZP 
ao redor do ovócito (setas). D: Detalhe de projeção da célula da granulosa 
através da ZP para dentro do ovócito, onde pode ser observado as junções 
“gap” (setas) em folículo secundário de porca. E: Folículo secundário 
desenvolvido de vaca com grânulos da cortical organizados em “clusters”. F: 
Folículo secundário de gata com grânulos da cortical (setas) alinhados próximo 
à membrana plasmática. Observe as microvilosidades da membrana 
plasmática do ovócito na ZP. O: ovócito, Nu: núcleo, GC: célula da granulosa, 
ZP: zona pelúcida, *: nucléolo, Mt: mitocôndria, Mv: Microvilosidade. 
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A transição de folículos pré-antrais para os estágios iniciais de folículo 

antral é uma fase crítica do desenvolvimento folicular em termos do destino do 

folículo, ou seja: crescimento ou atresia. Durante este período, a interação 

entre o ovócito e células somáticas (granulosa e da teca) é especialmente 

importante e muitos fatores de crescimento estão envolvidos (para uma revisão 

ver (84). 

 

5 FORMAÇÃO DO ANTRO E MATURAÇÃO OVOCITÁRIA 

 

A formação do antro é mais tardia em folículos de porcas (com 400 µm de 

diâmetro) (85) do que em vacas (120-160 µM) (86) e ovelhas (220 µm- 300 µM) 

(87;88). Diferenças no momento da formação do antro podem ser importantes 

na trajetória da foliculogênese, uma vez que existe um aumento substancial da 

taxa de crescimento dos folículos após a formação do antro. O antro repleto de 

fluido separa as células do cumulus-ovócito, que envolvem o ovócito, das 

células da granulosa murais, que revestem a parede do folículo (para revisão, 

ver 89). 

De modo geral, em folículos terciários, todos os ovócitos estão 

completamente rodeados pela zona pelúcida, que é atravessada por projeções 

das células da granulosa que formam reentrâncias na oolema (43). Neste 

estágio de desenvolvimento as organelas já atingiram uma distribuição mais 

uniforme ao longo do ooplasma, existindo um aumento na quantidade de 

mitocôndrias alongadas, presença de gotas lipídicas e vesículas (55). A grande 

quantidade de lipídeos em ovócitos de búfalas foi confirmada por meio de 

adição de Tiol no meio de cultura de maturação in vitro (90). Em ovócitos 



 

87 
 

oriundos de folículos de búfalas (6mm de diâmetro) as organelas estão 

localizadas na região perinuclear , mitocôndrias na área periférica e gotas 

lipídicas na área medular (27). Os autores sugeriram que essa organização 

indica uma alta taxa metabólica destes ovócitos, que tende a aumentar com 

seu desenvolvimento e crescimento. 

Várias alterações ultraestruturais podem ser observadas em organelas 

citoplasmáticas durante a maturação do ovócito. As mitocôndrias migram de 

uma posição periférica (Figura 4A), antes da ação do hormônio luteinizante 

(LH) para uma distribuição dispersa por todo o citoplasma (não mostrado) e 

formam agrupamentos periféricos nos estágios finais da maturação nuclear 

(Figura 4B) e uma nova dispersão após a extrusão do corpúsculo polar (91).  

Nessa fase de desenvolvimento, as microvilosidades do ovócito se 

desprendem da zona pelúcida (Figura 4B). Ao chegar ao estágio de metáfase II 

as mitocôndrias e gotas lipídicas ocupam uma posição central na célula (55). 

Os grânulos da cortical que formaram aglomerados no córtex de ovócitos de 

folículos secundários (40) migram progressivamente para as áreas próximas à 

membrana plasmática em ovócitos de folículos antrais (Figura 4C) (92;93). Os 

grânulos da cortical são oriundos do complexo de Golgi e produzidos 

continuamente até o momento da ovulação (94). A migração dos grânulos da 

cortical para a periferia do ovócito é importante na maturação citoplasmática do 

ovócito (95). Ao final do período de maturação, quando os ovócitos atingem a 

metáfase II, os grânulos da cortical estão alinhados na superfície interna da 

membrana plasmática do ovócito (Figura 4D) (96;97). 

Além disso, o citoplasma de ovócitos de folículos terciários é 

caracterizada pela presença de mitocôndrias com formato de capuz (“hooded”) 
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e também mitocôndrias pleomórficas, cisternas de Golgi bem desenvolvidas, 

principalmente na periferia da ooplasma (98). Associações entre retículo 

endoplasmático rugoso e liso, mitocôndrias e cisternas de Golgi se tornam 

comuns (Figura 4E) (99). A dinâmica das membranas das cisternas de Golgi 

durante a maturação e fertilização em mamíferos requer mais estudo. As 

membranas do retículo endoplasmático são fisiologicamente ativas e interagem 

com o citoesqueleto (100). A reorganização do retículo endoplasmático na 

maturação do ovócito é um processo complexo que envolve várias etapas e 

fases diferentes que dependem de microtúbulos e microfilamentos(101). 

Finalmente, o ovócito maduro é ovulado (na maioria das espécies), 

normalmente na fase de metáfase II, tendo ocorrido a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar (Figura 4F). Ressalta-se que todas as mudanças morfológicas 

são concomitantes às modificações bioquímicas e moleculares (para detalhes, 

ver 100,102), que conduzem os ovócitos para a maturação nuclear e 

citoplasmática e garantem a sua competência para a fertilização. 

_______________________________________________________________ 
Figura 4. Eventos ultraestruturais que ocorrem durante a maturação em 
bovinos. A: Ovócito de folículo terciário com vesicular germinativa intacta (GV), 
mostrando mitocôndrias (setas) em posição periférica. Observar o grande 
número de vesículas espalhadas no citoplasma. B: Ovócito após 12 horas de 
maturação in vitro (MIV) mostrando mitocôndrias agrupadas principalmente na 
área cortical (setas). Microvilosidades desprendidas da ZP. Observar a 
organização geral de organelas em pequenos grupos. C: Ovócito após 12 
horas de MIV. Grupos de grânulos da cortical estão localizados perifericamente 
no ooplasma, próximo à membrana plasmática. Observar o grupo de 
mitocôndrias pleomórficas e com capuz (hooded). D: Ovócito após 18 horas de 
MIV mostrando grânulos da cortical (setas) alinhados à membrana plasmática. 
E: Ovócito após 18 horas de MIV. Observar o arranjo peculiar das organelas, 
com retículo endoplasmático em associação íntima às mitocôndrias e vesículas 
(setas). F: Ovócito após 24 horas de MIV com a extrusão do primeiro 
corpúsculo polar (PB). Notar as células do cumulus expandidas. GV: vesícula 
germinativa, PS: espaço perivitelínico, ZP: zona pelúcida, Mv: microvilosidade, 
Mt: mitocôndria, CG: grânulo da cortical, ER: retículo endoplasmático, CC: 
células do cumulus, PB: corpúsculo polar. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Nas últimas décadas, a compreensão da fisiologia reprodutiva em 

mamíferos tem sofrido grandes avanços, especialmente no que diz respeito 

aos folículos pré-antrais. Muitos aspectos morfológicos e ultraestruturais de 

ovócitos foram identificados, o que permitiu uma melhor compreensão da sua 

fisiologia. Este conhecimento pode possibilitar melhorias nas biotecnologias 

reprodutivas, especificamente, no auxílio da compreensão de danos e pontos 

limitantes da manipulação in vitro de ovócitos em diferentes espécies. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No estudo das técnicas de imagem para a visualização dos ovários e 

suas estruturas, o ultrassom é a técnica não invasiva mais utilizada, em função 

do custo, portabilidade e resolução suficiente para diagnosticar diversas 

anormalidades ovarianas. A limitação desta técnica para visualizar o interior do 

ovário com alta definição, mesmo após inovações 3D e associação com 

doppler, impulsiona o uso da RM e TC no estudo do ovário e no diagnóstico 

fisiopatológico. É pouco provável que alguma técnica não invasiva possa vir a 

ser utilizada na identificação de folículos pré-antrais. A complementariedade 

entre as técnicas de imagem vai sempre existir, em função da variação entre a 

disponibilidade dos equipamentos, praticidade, velocidade para obtenção de 

diagnósticos, qualidade de resolução, custo e preferências individuais.  

A identificação de aspectos morfológicos e ultraestruturais de folículos e 

ovócitos, em diferentes fases do desenvolvimento folicular, representa um 

avanço na caracterização e concepção da anatomia e fisiologia ovariana em 

diferentes espécies. Avanços na eficiência reprodutiva dependem da 

modernização e da apropriação plena dos equipamentos e técnicas de 

imagem, que têm subsidiado progressos exponenciais no estudo do ovário 

humano e animal, mas ainda existem desafios e gargalos.  

Os resultados dessa pesquisa abrem perspectivas para estudos não 

invasivos com o uso da técnica de tomografia computadorizada no 

acompanhamento de procedimentos de reprodução assistida, visto que os 

resultados podem vir a ser extrapolados para o uso da técnica in vivo e 
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avaliação dos ovários in locu e para o diagnóstico patológico em ovários de 

animais domésticos.  

Deste modo, o conhecimento gerado nesta tese é uma contribuição à 

pesquisa básica sobre o ovário em diferentes espécies domésticas, que pode 

subsidiar melhorias nas biotécnicas reprodutivas, como a detecção e 

compreensão de danos causados pela manipulação dos ovários em diferentes 

espécies. As técnicas de TC e MET são promissoras para a pesquisa científica 

e para a rotina clínica ligada à reprodução humana e animal com destaque ao 

ovário. 

 


