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1. INTRODUÇÃO 

 
A reserva ovariana engloba uma coorte de folículos em estágios iniciais de 

desenvolvimento, conhecidos como folículos pré-antrais, os quais constituem a 
predominante proporção de gametas intraovarianos (cerca de 90%) 
(CORTVRINDT; SMITZ, 2001; ALVES et al. 2015). Essa população folicular 
reserva, caracterizada por sua fase inicial, desempenha um papel crucial no 
potencial reprodutivo e na fisiologia ovariana. No entanto, a grande parte destes 
folículos será perdida através do processo fisiológico de atresia (MCGEE; HSUEH, 
2000). Atualmente, por meio da utilização de biotécnicas, é possível realizar a 
manipulação de folículos pré-antrais visando permitir seu completo 
desenvolvimento, e assim, possibilitando otimizar o potencial reprodutivo tanto em 
espécies domesticas quanto em humanos (GREEN; SHIKANOV, 2016; GASTAL et 
al. 2020; BENAMMAR et al. 2021).  

Todavia, é essencial realizar um processamento tecidual adequado para 
viabilizar a avaliação morfológica dos folículos pré-antrais e do tecido ovariano, a 
fim de preservar o tecido estromal, e assegurar a elevada qualidade morfológica 
dos folículos pré-antrais (GASTAL et al. 2020; AGUIAR et al. 2020).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          
Neste sentido, a histologia é uma técnica clássica padrão ouro para avaliação de 
folículos pré-antrais inclusos em tecido ovariano equino,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
suas principais vantagens são o baixo custo e a prolongada preservação das 
amostras (GASTAL et al. 2020). No entanto, é indispensável a seleção criteriosa 
de uma solução fixadora apropriada para assegurar a adequada execução da 
avaliação histológica, com o intuito de realizar um protocolo de fixação capaz de 
manter a morfologia folicular fidedigna ao tecido ovariano fresco recuperado sem 
causar injúrias ao tecido (GASTAL et al. 2020).  

Em síntese, os agentes fixadores histológicos visam a preservar a morfologia 
das estruturas e dos componentes celulares essenciais, inibindo processos como 
autólise tecidual, coagulação e endurecimento dos tecidos (JUNQUEIRA; 
CARNEIRO, 2008). Desta forma, é crucial considerar que a duração da exposição 
ao fixador pode afetar a integridade morfológica do tecido ovariano, levando em 
conta fatores como o tamanho do tecido, a eficácia fixadora e o período de ação da 
solução empregada (SANTOS et al. 2012; CULLING et al. 2014).   

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência de um protocolo de fixação 
rápido com etanol 70% frente a um fixador clássico, com ênfase na qualidade 
morfológica de folículos pré-antrais inclusos em tecido ovariano equino. 
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2. METODOLOGIA 
 

O protocolo de pesquisa (#12986-2021) realizado neste estudo foi aprovado 
pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da Universidade Federal 
de Pelotas. Seis éguas mestiças (idade 2-8 anos) previamente selecionadas de 
acordo com o escore de condição corporal (4 a 6, em uma escala de 1 a 9; 
HENNEKE et al. 1983) foram usadas neste estudo. Os ovários (n = 6, um por égua) 
foram coletados através de procedimento cirúrgico de ovariectomia unilateral 
(LOESCH; RODGERSON, 2003). Após a recuperação, cada ovário foi seccionado 
em oito fragmentos (3 mm x 3 mm x 1 mm; GOMES et al. 2012) distribuídos 
aleatoriamente (4 fragmentos por grupo, em um total de 48 fragmentos) em dois 
grupos: 1. Etanol 70% usado por 45 min (EtOH 70%); 2. Paraformaldeído 4% 
solução fixadora utilizada por 6h (PAF 6h). Após o tempo de fixação, os fragmentos 
foram submetidos ao processamento histológico clássico, e foram cortados em 
secções seriadas de 7 μm. As amostras foram coradas com ácido periódico-Schiff 
e contrastadas com hematoxilina e eosina, para posterior análise em microscopia 
de luz (400x). A classificação da morfologia dos folículos pré-antrais foi realizada 
conforme GOUGEON (1994), classificando-os em normal (folículo contendo um 
oócito intacto circundado por células da granulosa organizadas sem núcleo 
picnótico) ou anormal (camadas de células da granulosa desorganizadas ou 
destacadas da membrana basal, encolhimento do citoplasma e núcleo picnótico). 
Cada animal representou uma repetição e os resultados da análise estatística estão 
descritos em média ± erro padrão, sendo a comparação entre as médias realizada 
pelo Teste t-student. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A partir das análises histológicas realizadas, foram classificados como 
normais 2403 folículos no grupo EtOH 70% e 1261 folículos no PFA 6h. Em relação 
a morfologia anormal, observamos um total de 1213 folículos anormais no 
tratamento com EtOH 70% e 405 no PFA 6h. A partir da análise das médias 
encontradas, não foram observadas diferenças (p>0,05) em relação à morfologia 
dos folículos pré-antrais nos tratamentos utilizados (Tabela 1).  

 
Tabela 1. Avaliação morfológica de folículos pré-antrais inclusos em tecido 
ovariano equino de acordo com os diferentes fixadores testados (Média ± erro 
padrão).   

Letras diferentes nas linhas demonstram diferença pelo Teste T-sudent  
 

Nossos resultados demonstram que o EtOH 70% manteve a morfologia dos 
folículos pré-antrais inclusos em tecido ovariano equino similarmente ao PAF 6h. A 
fixação é um processo crucial para a preservação da morfologia do tecido, 
permitindo que ele seja analisado posteriormente.  

Tratamentos *Morfologia folicular  

 Normal Anormal 

EtOH 70% 400,5 ± 210,9 202,1 ± 84,6 

PFA 6H 210,1 ± 91,0 67,5 ± 24,8 



 

 

 O PAF é fixador amplamente utilizado em estudos histológicos, no entanto, 
pode causar encolhimento e deformação do tecido, interferindo na análise de 
algumas estruturas celulares (RICHTER et al. 2018). Na espécie equina, o PAF é 
comumente utilizado para avalição histológica de folículos pré-antrias em diferentes 
tempos de exposição (GASTAL et al. 2017; AGUIAR et al. 2017). Entretanto, torna-
se necessário o uso de um fixador rápido, com menor toxicidade e que preserve de 
forma fidedigna a morfologia folicular.  

Neste estudo, observamos que o EtOH 70% preserva a integridade dos 
componentes teciduais mantendo sua arquitetura original. Além disso, o PAF 
requer um tempo de fixação mais longo, enquanto o EtOH 70% permite uma fixação 
de baixo custo, mais rápida e eficiente. Uma alternativa promissora aos protocolos 
de histologia, especialmente indicado para avaliações teciduais em que serão 
empregues posteriormente técnicas de imunocoloração.  
 

4. CONCLUSÕES 
 

O EtOH 70% preservou a morfologia normal de folículos pré-antrais inclusos 
em tecido ovariano equino, validando um protocolo rápido de fixação para avaliação 
histológica. 
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