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RESUMO - O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do estresse calórico in vitro na morfometria 

e número de células da granulosa de folículos pré-antrais bovino. Os ovários foram obtidos em abatedouro e 

divididos em duas partes, uma para o grupo controle (sem estresse calórico) e uma para o grupo submetido ao 

estresse calórico (aquecido a 42 ºC por 20 min em solução de NaCl a 0,9%). Após tratamento, as amostras foram 

fixadas em Carnoy e encaminhadas para rotina histológica clássica. Os resultados obtidos indicam que folículos 

primordiais e primários expostos ao estresse calórico apresentam redução do diâmetro (P<0,05), mas não do 

número de células da granulosa (P>0,05), quando comparado ao grupo controle. Em conclusão, as análises 

histológicas mostram que o estresse calórico in vitro afeta a morfometria de foliculos pré-antrais bovino. 
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ABSTRACT - The present study had the objective to evaluate the effect of heat stress in the morphometry and 

number of granulosa cells of bovine preantral follicles. The ovaries were obtained from slaughterhouse and 

divided into two parts, one for the control group (without heat stress) and one for the group subjected to heat 

stress (heated at 42 °C for 20 min in a solution of NaCl 0.9%). After treatment, the samples were fixed in Carnoy 

and forwarded to classic histology techniques. The results indicate that primordial and primary follicles exposed 

to heat stress have reduced in diameter (P <0.05), but not in the number of the granulosa cells (P>0.05) when 

compared to the control group. In conclusion, the histological analyses show that in vitro heat stress affect the 

morphometry of bovine preantral follicles. 
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INTRODUÇÃO 
 

O estresse calórico reduz a performance reprodutiva 

de bovinos, em especial raças de alta produção 

leiteira (De Rensis & Scaramuzzi, 2003). Entre as 

causas, destacam-se a diminuição da taxa de 

detecção de cios, alterações na foliculogênese 

ovariana e taxas de concepção (Badinga et al., 1985; 

Badinga et al., 1993; Rodtian et al., 1996). Ainda, o 

ovário pode ser afetado pelo estresse calórico, 

alterando a produção de gonadotrofinas, 

desenvolvimento folicular, desenvolvimento do 

corpo lúteo e produção de progesterona (Gilad et al., 

1993; Wolfenson et al., 1993; Torres-Júnior et al., 

2008). 

 

Estudos com estresse calórico em bovinos foram 

realizados submetendo os animais a temperaturas 

elevadas em câmaras bioclimáticas (Ferreira et al., 

2006) ou expondo in vitro gametas ou embriões ao 

calor (Ealy et al., 1995; Edwards & Hansen, 1996). 

O estresse calórico leva a produção de radicais livres 

em ovócitos e embriões (Edwards et al., 2001; 

Paula-Lopes & Hansen, 2002). Por outro lado, 

estudos mostram que as células da granulosa são 

importantes na proteção dos ovócitos por 

estimularem a produção de antioxidantes, 

protegendo-os do estresse calórico (Edwards & 

Hansen, 1997; Geshi et al., 2000). 

 

Diversas pesquisas foram realizadas com ovócitos 

antrais de bovinos expostos ao estresse calórico 

(Payton et al., 2004; Roth & Hansen, 2004). Porém, 

não em ovócitos pré-antrais que representam cerca 

de 90% da população folicular ovariana (Saumande, 

1991). Estudos histológicos com folículos pré-
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antrais podem contribuir na elucidação da ação do 

estresse calórico na redução da performance 

reprodutiva de bovinos. O presente estudo teve como 

objetivo verificar o efeito do estresse calórico in 

vitro na morfometria e número de células da 

granulosa de folículos pré-antrais inclusos em tecido 

ovariano bovino.   

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os ovários (n=3) foram obtidos em abatedouro e 

encaminhados ao laboratório à temperatura 

ambiente. O tempo de transporte entre o local de 

coleta e o início do processamento do material foi de 

50-60 minutos. Os ovários foram lavados em álcool 

a 70 % por 10 segundos e duas vezes em solução de 

NaCl a 0,9%. Em seguida, o ovário foi dividido em 

duas partes, uma encaminhada imediatamente para a 

fixação em Carnoy (grupo controle) e a outra parte 

foi acondicionada em frasco de vidro com solução 

salina e aquecida a 42 °C em banho-maria por 20 

minutos, e então, fixada e dirigida para rotina 

histológica clássica. Foram realizados cortes 

seriados de 5 µm de espessura e corados por 

hematoxilina e eosina. 

 

Foram analisados folículos pré-antrais primordiais e 

primários com o uso de microscópio óptico em 

aumento de 400 x. Considerou-se folículos 

primordiais aqueles que apresentavam uma camada 

de células da granulosa de forma pavimentosa ou 

pavimentosa-cubóide ao redor do ovócito e folículos 

primários aqueles com uma única camada de células 

da granulosa de forma cubóide ao redor do ovócito. 

Em todas as classes foliculares foram realizadas a 

contagem do número de células da granulosa e 

análises morfométricas com o uso de ocular dotada

de escala micrométrica (Kacinskis et al. 2005). 

Apenas folículos que apresentavam células da 

granulosa organizadas, ooplasma homogêneo e 

núcleo não picnótico foram analisados. Para 

comparações entre os grupos foi realizado ANOVA 

e teste de Tukey. Foram realizados 3 repetições por 

tratamento (um ovário por repetição) e considerou-se 

diferenças significativas quando P<0,05. 

 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Foram analisados um total de 116 folículos inclusos 

em tecido ovariano bovino, entre folículos 

primordiais e primários. Diversos estudos em 

ovócitos antrais foram realizados com diferentes 

tipos de estresse celular, como resfriamento (Arav & 

Roth, 2008), choques osmóticos (Agca et al., 2000) e 

exposição ao calor (Roth & Hansen, 2004). 

Entretanto, não há estudos histológicos dos efeitos 

do estresse calórico in vitro em folículos pré-antrais 

bovino. 

 

Análises morfométricas e estudos das células da 

granulosa de folículos têm sido realizados (Lundy et 

al., 1999; Kacinskis et al., 2005). Alterações na 

aparência morfológica folicular indicam processos 

degenerativos (Lucci et al., 2004). No presente 

estudo, verificou-se diferença significativa entre o 

grupo controle e o grupo submetido ao estresse 

calórico em relação ao diâmetro dos folículos e 

ovócitos primordiais e primários (P<0,05). Porém, 

quanto ao número de células da granulosa não 

verificou-se diferença significativa entre os grupos 

(P>0,05). Os resultados quanto aos folículos 

primordiais e primários, encontram-se nas Tabelas 1 

e 2. 

 

 

 
Tabela 1. Média e desvio padrão do diâmetro folicular/ovocitário em micrômetros e número de células da granulosa de 

folículos primordiais submetidos ao estresse calórico. 

Folículos 
Primordiais 

n Diâmetro do Folículo 
(variação) 

Diâmetro do Ovócito 
(variação) 

Número de Células da 
Granulosa (variação) 

Controle 40 36,58± 1,13 (27,5-44,5)a 29,18±1,25 (12,5-37,5)a 5,57±1,44 (2-11) 

Estresse calórico 39 31,51±1,24 (22,5-42,5)b 25,92±1,22 (20-40)b 6,13±1,47 (4-12) 
a-bSobrescritos diferentes na mesma coluna indicam haver diferença significativa (P<0,05). 

 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão do diâmetro folicular/ovocitário em micrômetros e número de células da granulosa de 

folículos primários submetidos ao estresse calórico. 

Folículos 
Primários 

n Diâmetro do Folículo 
(variação) 

Diâmetro do Ovócito 
(variação) 

Número de Células da 
Granulosa (variação) 

Controle 18 41,30±1,10 (37,5-50)a 34,81±1,20 (25-42,5)a 12,9±5,2 (8-22) 

Estresse calórico 19 34,58±1,26 (27,5-52,5)b 26,93±1,27 (25-37,5)b 12,1±3,2 (8-19) 
a-bSobrescritos diferentes na mesma coluna indicam haver diferença significativa (P<0,05). 
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Kacinskis et al. (2005) realizaram caracterização 

morfométricas e número de células da granulosa de 

folículos bovinos de animais zebus, sem nenhum tipo 

de tratamento, os quais foram similares aos 

encontrados no grupo controle do presente estudo. O 

estresse calórico pode afetar animais de alta 

produção, em especial vacas leiteiras, com efeitos 

negativos na reprodução como redução da taxa de 

detecção de cios, alterações na foliculogênese 

ovariana e taxas de concepção (Badinga et al., 1985; 

Badinga et al., 1993; Rodtian et al., 1996). No 

presente estudo, após exposição do tecido ovariano a 

42 °C por 20 min, verificou-se redução do tamanho 

dos folículos pré-antrais (primordial e primário). 

Discuti-se na literatura a resistência das classes 

foliculares quanto a susceptibilidade ao estresse 

celular ocasionado pelo processo de criopreservação. 

Santos et al. (2006) mostraram que folículos 

primordiais apresentam maior resistência. Por outro 

lado, Gandolfi et al. (2006) indicam que folículos 

primordiais são mais susceptíveis e Lucci et al. 

(2004) não encontraram diferenças nas classes de 

foliculares de bovinos (primordiais, primários ou 

secundários). No presente estudo, mostrou-se que o 

estresse calórico afeta o folículo pré-antral 

independente da fase de desenvolvimento. Em 

relação as células da granulosa estudadas, não houve 

alterações numéricas, indicando maior resistência 

deste parâmetro ao estresse calórico do que aspectos 

morfométricos.  

 

O estresse calórico têm ocasionado apoptose em 

ovócitos antrais de camundongo (Aroyo et al., 2007) 

e bovinos (Roth & Hansen, 2004), além ocasionar 

lesões celulares pela produção de radicais livres. 

Uma das maneiras de proteção ovocitária aos efeitos 

do calor são as células da granulosa que circundam o 

ovócito (Edwards & Hansen, 1997). Geshi et al. 

(2000) verificaram que ovócitos bovinos envoltos 

por células da granulosa produzem altos níveis de 

glutationa durante a maturação in vitro quando 

comparado a ovócitos desnudos (sem as células da 

granulosa). Esta molécula apresenta importante 

função antioxidante na célula, assim, contribui na 

neutralização dos radicais livres produzidos no 

processo de estresse calórico. Nas condições 

experimentais, do presente estudo, as células da 

granulosa apresentaram normalidade numérica, 

mostrando que curtos períodos de estresse calórico 

não são suficientes para destruir estas células.  

 

Outro aspecto importante, é a origem genética dos 

animais. Animais Bos indicus demonstram ser mais 

termorresistentes do que animais Bos taurus (Rocha 

et al., 1998). No presente estudo foram utilizados 

ovários de animais Bos indicus, fato que pode estar 

relacionado a resistência ao calor das células da 

granulosa. Entretanto, mais estudos devem ser 

realizados com folículos pré-antrais em relação ao 

estresse calórico, incluindo comparações com 

animais Bos taurus.   

 

Fatores como a estação do ano e a dieta dos bovinos 

também pode interferir na sensibilidade ao estresse 

calórico. Ovócitos coletados de vacas holandesas em 

período do ano com temperatura fria e fecundados in 

vitro apresentam taxas superiores de 

desenvolvimento à blastocistos quando comparado 

àqueles coletados no verão (Al-Katanani et al., 

2002). Uma explicação para este fenômeno é a 

constituição lipídica da membrana do ovócito. Zeron 

et al. (2001) verificaram que durante o verão as 

membranas dos ovócitos apresentavam maior 

quantidade de gordura saturada e no inverno maior 

quantidade de polinsaturadas, diferenças que foram 

associadas com o decréscimo da viabilidade e 

competência do ovócito. Assim, além de efeitos 

sazonais, dietas ricas em gordura poliinsaturada 

influenciam na termorresistência de ovócitos 

(Fouladi-Nashta et al., 2004; Arav & Roth, 2008).  

 

Em função dos resultados obtidos, no presente 

estudo, evidencia-se que alterações morfométricas 

dos folículos pré-antrais induzidas pelo estresse 

calórico afetam fases iniciais de desenvolvimento 

ovocitário, podendo influenciar na performance 

reprodutiva de bovinos. O uso de manejo que reduza 

o estresse calórico e a utilização de animais 

adaptados são estratégias importantes que devem ser 

consideradas, em particular vacas leiteiras de alta 

produção. 

 

 

CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos neste estudo permitem 

concluir que o estresse calórico in vitro leva à 

alterações na morfometria de folículos pré-antrais 

bovino, mas não no número de células da granulosa.  
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