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Resumo 

As citocinas exercem várias funções no ovário, estando envolvida nos processos de crescimento 

folicular, esteroidogênese, recrutamento e ativação de leucócitos necessários para a ovulação e 

remodelação tecidual durante a luteinização, ovulação, e luteólise. Apesar de o sistema interleucina 

1 exercer um importante papel na função ovariana, ainda não há dados que informem a sua 

marcação em folículos ovarianos da espécie bovina. O objetivo do trabalho foi demonstrar através 

da técnica de imunohistoquímica a localização das proteínas dos componentes do sistema 

interleucina 1, durante o crescimento folicular de folículos ovulatórios bovinos. Para a localização 

dessas proteínas foi realizado um estudo imunohistoquímico. Em conclusão, observou-se marcação 

positiva para a grande maioria do sistema interleucina 1, das quais podemos destaca: interleucina 1 

beta (IL-1β), os dois receptores de interleucina 1 (IL-RI e IL-RII), e no antagonista natural de 

receptor (IL-1RA),  com exceção da interleucina 1 alfa (IL-1α). 
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Introdução 

Foi observado nos últimos anos que, a pecuária brasileira sofreu um ganho enorme de volume e na 

produtividade, chegando a 212,8 milhões de cabeças. De acordo com Serapião (2008), a utilização 

de novas técnicas de produção, incluindo assim diversas biotecnologias que estão ligadas à 

reprodução animal, pode contribuir para que nosso país esteja classificado como sendo o maior 

possuidor do maior rebanho bovino comercial do mundo, e o maior exportador mundial de carne 

bovina. Segundo Pavão (2009), o Brasil tornou-se o primeiro país do mundo em número de 

produção embriões in vitro. 

O desafio dos pesquisadores da área de reprodução animal é aumentar, de forma progressiva, a 

eficiência da produção de embriões a partir de fêmeas de alta produtividade. Quando se considera 

que ovário bovino contém milhares de folículos pré-antrais (~300.000) e que é possível isolar cerca 

de 70.000 de oócitos inclusos em folículos pré-antrais de um ovário bovino (BEM et al., 1997), 

pode-se vislumbrar a produção de milhares de embriões a partir de um ovário. Para isto, torna-se 

necessário compreender a fisiologia ovariana em bovinos e desenvolver sistemas de cultivo in vitro 



que possibilitem o crescimento de milhares de folículos pré-antrais até estarem aptos à maturação in 

vitro. Apesar da enorme quantidade de informações produzidas durante as duas últimas décadas, o 

entendimento completo dos mecanismos controladores do desenvolvimento folicular e maturação 

oocitária ainda não foram alcançados. 

O ovário mamífero é responsável pelo desenvolvimento, maturação e liberação de oócitos maduros 

para fertilização, bem como a síntese e secreção de hormônios, que são essenciais para o 

desenvolvimento folicular, ciclo menstrual/cio, e manutenção do trato reprodutivo e a sua função. 

Em cada ciclo do ovário, muitos folículos são ativados para entrar na fase de crescimento, que é 

caracterizada por tanto a proliferação das células da granulosa e um aumento do tamanho do oócito 

(GOUGEON, 2003). 

A ovulação em mamíferos pode ser considerada uma reação inflamatória e os folículos ovarianos 

representam um local de síntese, recepção e ação da interleucina-1 β (IL-1 β) (BRANNSTRÖM et 

al., 1993b). Esses peptídeos afetam diretamente a função secretora das células da teca e/ou das 

células da granulosa com efeito estimulante ou inibitório sobre a biossíntese de prostaglandinas e 

esteroidogênese (OTANI et al., 1996). 

Apesar de o sistema interleucina 1 exercer um importante papel na função ovariana, ainda não há 

dados que informem a sua marcação em folículos ovarianos da espécie bovina. 

As citocinas são sintetizadas por uma ampla gama de tipos de células, incluindo as células de ovário 

e são capazes de estimular ou inibir o crescimento de células, regular a diferenciação celular, 

induzir quimiotaxia de células e modular a expressão de outras citocinas. Ainda, as citocinas 

exercem várias funções no ovário, estando envolvida nos processos de crescimento folicular, 

esteroidogênese, recrutamento e ativação de leucócitos necessários para a ovulação e remodelação 

tecidual durante a luteinização, ovulação, e luteólise (BÜSCHER et al., 1999). 

O sistema Interleucina-1 (IL-1) é composto por dois ligantes bioativos, IL-1α e IL-1 β 

(DINARELLO et al., 1994), dois receptores, IL-R1 e IL-R2 (SIMS et al., 1994), e um antagonista 

do receptor IL-1RA, que regula a atividade biológica da IL-1 por uma fixação competitiva sobre os 

receptores (AREND et al., 1991). Todos eles são expressos ou apresentam efeitos sobre uma grande 

variedade de tecidos, incluindo as células do ovário (KOL et al., 1999). 

Estudos in vitro mostraram que IL-1 β regula algumas atividades das células da granulosa e das 

células da teca, como esteroidogênese e promove a ovulação em ratas (BRANNSTRÖM et al., 

1993b) e coelhas (TAKEHARA, et al., 1994). Além disso, a IL-1 β induz o rompimento da vesícula 

germinativa de oócitos em coelhas (TAKEHARA, et al., 1994) e induz a retomada da meiose em 

oócitos equinos (MARTORIATI et al., 2002), sugerindo um papel potencial de IL-1 β na maturação 

nuclear do oócito (CAILLAUD et al., 2005). Desta forma, sabe-se que o IL-1 β é um fator 



parácrino que está envolvido na cascata de eventos que levam à ovulação (BEN-SHLOMO et al., 

1994) e a maturação oocitária. 

O objetivo do trabalho foi demonstrar através da técnica de imunohistoquímica a localização das 

proteínas dos componentes do sistema interleucina 1, durante o crescimento folicular de folículos 

ovulatórios bovinos. 

 

Metodologia (Materiais e Métodos) 

Ovários bovinos (n=20) de vacas cíclicas foram coletados em abatedouro local, e transportados até 

o laboratório em um período máximo de 1 hora. Os vinte pares destes ovários foram fixados em 

paraformaldeído 4% (em tampão fosfato salino – PBS, pH 7,2–7,4) e subsequentemente 

desidratados e embebidos em parafina para estudo imunohistoquímico. 

O estudo imunohistoquímico para localização do Sistema Interleucina 1 foi realizado em secções 

seriadas de 5m. Estas secções foram montadas em lâminas revestidas com uma camada de poli-L-

lisina, desparafinizadas em xilol e reidratadas em concentrações seriadas de etanol. A atividade da 

enzima peroxidase endógena foi bloqueada por meio da incubação das secções desparafinizadas em 

uma solução contendo 10% de peróxido de hidrogênio por 30 minutos. Em seguida, as secções 

serão lavadas em PBS (pH 7,4) e colocadas em tampão citrato 0,01M (pH 6,0) onde os epítopos 

serão ativados por meio da ebulição do tampão por dez minutos em panela à vapor. Após este 

tratamento, as secções foram lavadas em PBS contendo 0,05 de Tween 20 (PBS-T, Merck, 

Darmstadt, Germany) antes de serem incubadas por 30 minutos em 5% de soro normal caprino em 

PBS para minimizar as ligações inespecíficas. As secções foram incubadas a 4ºC por 2 (duas) horas 

nas diluições apropriadas para cada anticorpo primário [anti – IL-1α (1:25), IL-1β (1:25), IL-1RI 

(1:300), IL-1 RII (1:300) e IL-1RA (1:300)]. Em seguida, todas as demais incubações e lavagens 

foram realizadas em temperatura ambiente. Após a incubação com o anticorpo primário, as secções 

foram lavadas três vezes em PBS e incubadas por 45 minutos no anticorpo secundário apropriado 

(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA), diluído 1:200 em PBS contendo 5% de soro normal 

caprino. Em seguida, as secções foram lavadas em PBS-T antes de serem incubadas por 45 minutos 

com o complexo avidina-biotina (1:600, Vectastain Elite ABC kits; Vector laboratories, 

Burlingame, CA, USA). As secções foram, em seguida, lavadas e coradas com diaminobenzidina 

(DAB; 0.05% DAB em Tris/HCl, pH 7.6, 0.03% H2O2 - Sigma tablets, St. Louis, MO, USA) por 10 

minutos. As secções foram lavadas em PBS e contracoradas com hematoxilina por 10 segundos. 

Finalmente, as secções foram lavadas por 10 minutos em água corrente, desidratadas em etanol e 

xilol, e montadas em bálsamo do Canadá. A intensidade da reação para cada anticorpo nas 

diferentes categorias foliculares foi classificada como ausente (-), positiva (+), moderada (+ +), ou 

intensa (+ + +), de acordo com SIMÓN et al. (1994). 



Os controles para reações inespecíficas foram realizados da seguinte forma: (1) substituição do 

anticorpo primário com IgG da mesma espécie em que o anticorpo específico foi produzido e na 

mesma concentração por soro normal caprino em PBS; (2) pré-absorção do anticorpo secundário 

com o peptídeo utilizado para sua síntese em uma concentração cinco vezes maior do que à do 

anticorpo primário, a temperatura ambiente por 45 minutos; (3) incubação somente com 

diaminobenzidina para excluir a possibilidade de atividade da peroxidase endógena não suprimida e 

Os folículos ovarianos foram classificados como pré-antrais (primordiais, primários e secundários) 

de acordo com o número de camada de células da granulosa, bem como em folículos antrais 

pequenos (0,5 - 1 mm em diâmetro), médios (1 - 3 mm) ou grandes (>3 mm). Os folículos também 

serão classificados como normais ou degenerados de acordo com a morfologia do oócito e das 

células da granulosa. 

 

Resultados e Discussões 

A localização do Sistema Interleucina 1 foi realizada por imunohistoquímica. Os resultados 

demonstraram que não houve marcação para IL-1α no ovário bovino durante o crescimento 

folicular de folículos pré-antrais e antrais, mostrando assim as seguintes marcações nos 

compartimentos foliculares: oócito (marcação negativa -), células da granulosa (CG) (marcação 

negativa -), células da teca (marcação negativa -) e estroma (marcação negativa -), de acordo com a 

classificação de SIMÓN, et al. (1994), como mostrado na tabela 1 e 2. Durante o desenvolvimento 

folicular, a presença de IL-1α em folículos pré-antrais não foi evidenciada em nenhum dos 

compartimentos foliculares (figura 1 A-D). Para IL-1β durante o crescimento folicular, foi 

observado as seguintes marcações: oócito (marcação moderada ++), células da granulosa (CG) 

(marcação intensa +++), células da teca (marcação moderada ++) e estroma (marcação positiva +). 

Durante o desenvolvimento folicular, a presença de IL-1β foi evidenciada em: oócito (marcação 

intensa +++), células da granulosa (CG) (marcação intensa +++), células da teca (marcação 

moderada ++), células do cumulus (marcação moderada ++) e estroma (marcação moderada ++) 

(figura 2 A-D). Em se tratando da IL-1RI durante o crescimento folicular, foi observado as 

seguintes marcações: oócito (marcação positiva +), células da granulosa (CG) (marcação moderada 

++), células da teca (marcação positiva +) e estroma (marcação positiva +). Durante o 

desenvolvimento folicular, a presença de IL-1RI foi evidenciada em: oócito (marcação moderada 

++), células da granulosa (CG) (marcação moderada ++), células da teca (marcação moderada ++), 

células do cumulus (marcação moderada ++) e estroma (marcação positiva +) (figura 3 A-D). No 

que diz respeito a IL-1RII durante o crescimento folicular, foi observado as seguintes marcações: 

oócito (marcação positiva +), células da granulosa (CG) (marcação moderada ++), células da teca 

(marcação positiva +) e estroma (marcação positiva +). Durante o desenvolvimento folicular, a 



presença de IL-1RII foi evidenciada em: oócito (marcação moderada ++), células da granulosa 

(CG) (marcação intensa +++), células da teca (marcação moderada ++), células do cumulus 

(marcação positiva +) e estroma (marcação positiva +) (figura 4 A-D). Com relação a IL-1RA, 

durante o crescimento folicular, foi observado as seguintes marcações: oócito (marcação positiva 

+), células da granulosa (CG) (marcação intensa +++), células da teca (marcação moderada ++) e 

estroma (marcação positiva +). Durante o desenvolvimento folicular, a presença de IL-1RA foi 

evidenciada em: oócito (marcação intensa +++), células da granulosa (CG) (marcação intensa +++), 

células da teca (marcação moderada ++), células do cumulus (marcação intensa +++) e estroma 

(marcação moderada++) (figura 5 A-D). 

 

Tabela 1: Identificação das Citocinas (Sistema IL-1) através da imunohistoquímica em folículos 
pré-antrais em ovários bovinos.  

 Oócito 
Células da 
Granulosa 

Células da 
Teca 

Estroma 

IL-1α - - - - 

IL-1β ++ +++ ++ + 

IL-1RI + ++ + + 

IL-1RII + ++ + + 

IL-1RA + +++ ++ + 

(-) Ausente; (+) positivo; (++) moderado; (+++) intenso 

 

Tabela 2. Identificação das Citocinas (Sistema IL-1) através da imunohistoquímica em folículos 
antrais em ovários bovinos.  

 Oócito 
Células da 
Granulosa 

Células da 
Teca 

Cumulus Estroma 

IL-1α - - - - - 

IL-1β +++ +++ ++ ++ ++ 

IL-1RI ++ ++ ++ ++ + 

IL-1RII ++ +++ ++ + + 

IL-1RA +++ +++ ++ +++ ++ 

   (-) Ausente; (+) positivo; (++) moderado; (+++) intenso 

 

 

 

 
 
 
Figura 1. Marcação por imunohistoquímica da proteína IL-1α durante o crescimento folicular. (A) folículos 
pré-antrais; (B) controle negativo pré-antral; (C) folículo antral; (D) controle negativo antral.  
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Figura 2. Marcação por imunohistoquímica da proteína IL-1β durante o crescimento folicular. (A) folículos 
pré-antrais; (B) controle negativo pré-antral; (C) folículo antral; (D) controle negativo antral.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Marcação por imunohistoquímica da proteína IL-1RI durante o crescimento folicular. (A) folículos 
pré-antrais; (B) controle negativo pré-antral; (C) folículo antral; (D) controle negativo antral.  
 

 

 

 
Figura 4. Marcação por imunohistoquímica da proteína IL-1RII durante o crescimento folicular. (A) 
folículos pré-antrais; (B) controle negativo pré-antral; (C) folículo antral; (D) controle negativo antral.  
 

 

 

 
Figura 5. Marcação por imunohistoquímica da proteína IL-1RA durante o crescimento folicular. (A) 
folículos pré-antrais; (B) controle negativo pré-antral; (C) folículo antral; (D) controle negativo antral.  

 

Conclusão (Considerações finais) 

O presente estudo mostrou que ovário bovino é um local onde há a produção do sistema interleucina 

1. Foi encontrada marcação positiva para essa citocina em diversas categorias foliculares (folículos 

pré-antrais e antrais), sugerindo assim uma possível participação foliculogênese. Contudo, não 

houve marcação positiva para a Interleucina 1 alfa (IL-1α). 
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