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1. INTRODUÇÃO 

 
A análise histológica é um método tradicionalmente utilizado para a avaliação 

de folículos pré-antrais em ovários de animais domésticos, como bovinos 
(HULSHOF et al. 1994), ovinos (SANTOS et al. 2006), caprinos (LUCCI et al. 1999), 
equinos (HAAG et al. 2013a), e suínos (WU et al. 2001). Esse método possibilita a 
avaliação da morfologia dos folículos e oócitos em diferentes estágios de 
desenvolvimento. Em ovários equinos, a histologia é essencial para entender as 
características específicas da espécie, como a distribuição e organização dos 
folículos. Ela também fornece dados importantes sobre a maturação e qualidade 
dos oócitos, fundamentais para o desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas 
eficazes (AGUIAR et al. 2020; GASTAL, et al. 2020; ADENIRAN, et al. 2021). A 
avaliação morfológica do tecido ovariano fresco após a coleta deve garantir a 
preservação das características estruturais celulares e parenquimatosas, 
assegurando assim a integridade e qualidade dos folículos pré-antrais (AGUIAR et 
al. 2020; GASTAL, et al. 2020). 

Embora exista uma grande variedade de técnicas de coloração histológica, a 
hematoxilina e eosina (H&E) é a mais amplamente utilizada (ALTURKISTANI et al., 
2016), principalmente devido à sua praticidade em evidenciar diferenças celulares. 
No caso do tecido ovariano, o H&E permite a análise da morfologia folicular, do 
desenvolvimento dos folículos, da quantidade de folículos inclusos no tecido, do 
número de camadas celulares que envolvem o oócito, bem como da densidade 
celular folicular e estromal (GASTAL et al., 2020). 

O Tricrômico de Gomori (TG) é um corante comumente utilizado para a 
coloração de lâminas histológicas de tecidos de ovários de tubarões (RÊGO et al., 
2013; RÊGO et al., 2020), testículos de tubarões (RÊGO et al., 2015; RÊGO et al., 
2016) e em análises de alterações degenerativas da estrutura do disco 
intervertebral (WALTER et al., 2014). No entanto, até o momento, seu uso não foi 
descrito em estudos de histologia de tecido ovariano equino, visto que a coloração 
H&E é predominantemente empregada na rotina histológica, proporcionando bons 
resultados na quantificação de folículos pré-antrais. 

O presente estudo tem como objetivo comparar o TG o corante padrão ouro 
H&E, possibilitando verificar a empregabilidade de um novo corante histológico nas 
análises dos componentes do tecido ovariano, em principal avaliar e classificar os 
folículos pré-antrais inclusos no tecido ovariano fresco. 
 

2. METODOLOGIA 
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Foram selecionadas de 3 éguas mestiças crioulas, com idade de 3 a 4 anos e 
escore corporal 5 a 7 [escala onde 1 é considerada magra e 9 obesa (HENNEKE, 
et al. 1983)]. Essas éguas foram submetidas a ovariectomia unilateral para 
obtenção dos ovários, utilizando a técnica descrita por Auer e Stick (2018). Após a 
recuperação cirúrgica, os ovários (n=3, sendo um por égua) foram lavados por 10 
segundos em álcool 70%, e em seguida, foram lavados duas vezes em Phosphate-
Buffered Saline (PBS) para remoção de debris celulares. Posteriormente no 
laboratório, foi realizada a retirada do tecido adiposo e ligamentos circundantes. As 
amostras foram recuperadas evitando áreas adjacentes aos corpos lúteos e 
folículos pré-ovulatórios, 3 fragmentos de tecido de ovariano de tamanho de cultivo 
in vitro (3 mm × 3 mm × 1 mm) próximas à fossa ovulatória foram obtidas com o 
auxílio de uma pinça de dissecção sem dente e bisturi. Os fragmentos foram 
dispostos em solução fixadora paraformaldeído 4% durante 4 horas, e após, 
armazenados em álcool 70% até posterior processamento histológico. Em seguida, 
os fragmentos ovarianos foram desidratados pelo uso de uma série graduada de 
álcool, incluídos em cera de parafina e cortados em seções seriais de 7 μm. As 
amostras foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e com Tricrômico de 
Gômori (TG).  

As análises morfológicas dos folículos pré antrais foram baseadas na 
classificação descrita por Alves, et al (2016). Foram analisados o número de 
folículos e suas classes foliculares, com microscópio de luz (Olympus CX41, 
Toquio, Japão) com ampliação de 400x. Referente as suas classes foliculares eles 
foram classificados como: primordiais (uma única camada de células da granulosa 
achatadas) e em desenvolvimento sendo os folículos transicionais (uma única 
camada de células da granulosa achatadas e cuboides), primários (uma única 
camada de células da granulosa cuboides) ou secundários (duas ou mais camadas 
de células granulosas cuboides, com zona pelúcida visível) (HULSHOF, et al. 1994; 
WRIGHT, et al. 1999). Quanto a morfologia dos folículos, eles foram classificados 
em normal (folículo contendo um oócito íntegro cercado por células da granulosa 
organizadas sem núcleo picnótico) e anormal (camadas desorganizadas de células 
da granulosa separadas da membrana basal, encolhimento do citoplasma e núcleo 
picnótico) como previamente descrito por Maciel, et al (2004). As análises 
estatísticas foram realizadas utilizando o software Statistix versão 10.0 (Analytical 
Software, Tallahassee, EUA). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Neste estudo, foram analisadas 2574 secções histológicas de tecido ovariano 
equino provenientes de 9 fragmentos ovarianos (3 éguas, 3 fragmentos por animal). 
Dessas, 1275 secções foram coradas com Tricrômico de Gomori e 1299 com 
Hematoxilina e Eosina, com o objetivo de classificar a morfologia dos folículos pré-
antrais. No total, 1593 folículos pré-antrais inclusos no tecido ovariano equino foram 
analisados e classificados conforme sua morfologia e classe folicular, dos quais 
726 (45,6%) foram considerados normais e 867 (54,4%) anormais (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Quantificação e porcentagem de folículos normais de acordo com a 
classe folicular em coloração Tricrômico de Gomori e Hematoxilina e Eosina (H&E) 

Tratamento Primordial Transição Primário Secundário TOTAL 

TG 
46  

(288/629) 
44  

(40/90) 
33  

(4/12) 
-  

(0/0) 
45.4  

(332/731) 



 

 

H&E 
46  

(324/704) * 

42  

(54/128) 

48  

(13/27) 

100  

(3/3) 

45.7 

(394/862) 

TOTAL 
46  

(612/1333) 

43  

(94/218) 

44  

(17/39) 

100 

(3/3) 

45.6  

(726/1593) 

*% (Normal / Total). Análise variância one-way e post hoc Tukey, a ausência de 
letras nas colunas denota ausência de diferença estatística entre as colorações (p > 
0,05). 

Em relação à classe folicular, 83,7% dos folículos pré-antrais (n=1333) foram 
classificados como primordiais, com distribuição similar entre as colorações de 
Tricrômico de Gomori (n=629) e Hematoxilina e Eosina (n=704). Além disso, 13,7% 
dos folículos analisados estavam em transição (n=218), também com distribuição 
similar entre Tricrômico de Gomori (n=90) e Hematoxilina e Eosina (n=128). Já os 
folículos primários (n=39) representaram 2,4% do total de folículos pré-antrais. 
Folículos pré-antrais secundários foram encontrados apenas em fragmentos 
corados com Hematoxilina e Eosina (n=3). 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez que o uso do corante TG foi 
eficaz na coloração histológica de tecido ovariano equino, quando comparado ao 
corante controle H&E. Considerando a visualização adequada das estruturas 
ovarianas, e assim permitindo classificar os folículos pré-antrais de acordo com a 
sua classe e morfologia. 

Os folículos são classificados com base no desenvolvimento do ovócito e nas 
células da granulosa. Os folículos primordiais fazem parte do grupo de estruturas 
quiescentes (não ativados) e são caracterizados por possuírem uma única camada 
de células da granulosa de formato achatado que circundam o ovócito. Após o 
momento de ativação desses folículos, as células da granulosa passam a se 
modificar de achatadas para cuboides, denominando-os de folículos de transição. 
Os folículos primários são compostos por uma única camada de células cuboides 
ao redor do ovócito. Dessa forma, avaliando e classificando a população folicular 
presente no tecido nos permite acompanhar além do desenvolvimento oocitário, 
também atresia folicular (PALMA et al. 2012). A coloração de TG permitiu a 
visualização adequada com acuidade essas características específicas 
necessárias para a classificação das classes foliculares e morfologia. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Com base no exposto, podemos concluir que o TG é um corante histológico 

que pode ser utilizado para avaliação da morfologia de folículos pré-antrais inclusos 
em tecido ovariano equino, sendo que mais estudos são necessários para ampliar 
a gama de potenciais colorações histológicas para estudos do tecido ovariano 
equino.  
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