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RESUMO  

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes concentrações dos agentes 

antioxidantes - resveratrol e anetol - no metabolismo oxidativo de tecido ovariano bovino 

submetido ao cultivo in vitro. Os ovários bovinos foram fatiados e os fragmentos cultivados 

individualmente com 1000 µL de meio de cultura isolado ou suplementado. Vinte e quatro 

fragmentos foram removidos aleatoriamente e imediatamente fixados em paraformaldeído a 

4% para o tratamento controle não cultivado (fresco). O meio básico (MB) para cultivo in vitro 

foi composto pelo meio essencial mínimo modificado (a-MEM) suplementado com BSA, ITS 

(insulina, transferrina, selênio), glutamina, hipoxantina, estreptomicina, penicilina e amicacina. 

Além disso, 336 fragmentos foram distribuídos aleatoriamente nos sete grupos de tratamento 

contendo MB ou MB suplementado com: resveratrol [1µM]; resveratrol [2µM]; resveratrol 

[5µM]; anetol [1000 µg/ml]; anetol [1500 µg/ml]; e anetol [2000µg/ml]. Todos os fragmentos 

foram avaliados através da histologia clássica (HE); microscopia confocal (MC) - sondas de 

iodeto de propídio (IP) (morte celular) e 2´7´-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) (estresse 

oxidativo); imuno-histoquímica (IH) - sondas FOXO3 (ativação folicular). Os dados são 

apresentados como média (±erro padrão da média) e percentagem. A probabilidade de p < 0,05 

indica diferença significativa. O cultivo de tecido ovariano bovino leva à ativação massiva dos 

folículos no primeiro dia de cultivo, apesar da composição do meio. A suplementação com 

2.000µg/mL de Anetol, embora boa para a ativação folicular, comprometeu a continuidade da 

viabilidade dos folículos. Por outro lado, o composto AN1500 não só preservou a viabilidade 

dos folículos, mas também promoveu a sua ativação. 

 

Palavras chave: meio de cultivo, cultivo de tecido ovariano; antioxidantes; resveratrol; anetol.  
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ABSTRACT 

This study aims to evaluate the effect of different concentrations of the antioxidant agents - 

resveratrol and anethole - on the oxidative metabolism of bovine ovarian tissue submitted to in 

vitro culture. Thus, bovine ovaries were sliced and the fragments were cultured individually 

with 1000 µL of culture medium alone or supplemented. Twenty-four fragments were removed 

randomly and immediately fixed in a 4% paraformaldehyde for the non-cultivated control 

treatment (fresh). The basic medium (BM) for in vitro culture was composed of the modified 

minimum essential medium (a-MEM) supplemented with BSA, ITS (insulin, transferrin, 

selenium), glutamine, hypoxanthine, streptomycin, penicillin, and amikacin. Furthermore, 336 

fragments were randomly distributed in the seven treatment groups containing BM or BM 

supplemented with: resveratrol [1µM]; resveratrol [2µM]; resveratrol [5µM]; anethole 

[1000µg/ml]; anethole [1500µg/ml]; and anethole [2000µg/ml]. All fragments were evaluated 

through classical histology (HE); confocal microscopy (CM) - propidium iodide (IP) 

(apoptosis) and 2´7´-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) (oxidative stress) probes; 

immunohistochemistry (IH) - FOXO3 (follicular activation) probes. The data are presented as 

mean (± standard error of the mean) and percentage. The probability of p < 0.05 indicates a 

significant difference. The cultivation of bovine ovarian tissue leads to massive activation of 

follicles on the first day of culture, despite the medium composition. Supplementation with 

2000µg/mL of Anethole, while being good for follicular activation, compromised the continued 

viability of the follicles. On the other hand, the AN1500 compound not only preserved the 

viability of the follicles, but also promoted their activation. 

 

Keywords: Culture Media; Ovarian Tissue Culture; Antioxidants; Resveratrol; Anethole. 

  



3 
 

 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO  3 

2. OBJETIVOS 11 

2.1 OBJETIVO GERAL 11 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 11 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 12 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 12 

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 12 

3.3 LOCAIS DE EXECUÇÃO DO PROJETO 13 

3.4 COLETA DOS OVÁRIOS 13 

3.5 MEIO DE TRANSPORTE DOS OVÁRIOS 13 

3.6 MEIO DE CULTIVO IN VITRO DOS FRAGMENTOS 13 

3.7 FRAGMENTAÇÃO DO CÓRTEX OVARIANO BOVINO 14 

3.8 CONDIÇÕES DO CULTIVO IN VITRO 15 

3.9 AVALIAÇÕES DOS FRAGMENTOS OVARIANOS 15 

3.9.1 Análise histológica 16 

3.9.2 Análise microscopia confocal 17 

3.9.3 Imunohistoquímica 18 

3.9.4 Análises estatísticas 19 

4. RESULTADOS 20 

5.DISCUSSÃO 33 

6. CONCLUSÃO  36 

7. REFERÊNCIAS 37 

9. ANEXOS 43 

 

 

 

 

  



4 
 

 
 

LISTA DE FIGURAS 

 Figura 1: PI3K/AKT-FOXO3 durante o desenvolvimento do folículo ovariano (Li et al, 2021 
adaptado); 

 Figura 2: Representação do sistema de cultura em várias etapas para apoiar o 
desenvolvimento folicular in vitro (Smitz et al. Human Reproduction Update, 2010 

adaptado); 

 Figura 3 Produção de espécies reativas de oxigênio e seu controle pelo sistema antioxidante 

(Li et al., 2013); 

 Figura 4. Fluxograma do Desenho do Estudo; 

 Figura 5. Análise Histológica; 

 Figura 6. Análise Confocal; 

 Figura 7. Avaliação da ativação folicular pela marcação imuno-histoquímica por FOXO3; 

 Figura 8. Distribuição dos folículos totais por grupo em dias diferentes de cultivo. 

 Figura 9. Distribuição dos folículos por grupo em dias diferentes de cultivo; 

 Figura 10. Distribuição dos folículos ativos e não ativos por grupo em dias diferentes de cultivo; 

 Figura 11. Intensidade de emissão de fluorescência na marcação de 2’,7’-diclorofluoresceína 
(DCF) para todos os grupos; 

 Figura 12. Intensidade de emissão de fluorescência na marcação de Iodeto de propídio (IP) para 
todos os grupos; 

 

  



2 
 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

 Tabela 1. Preparo concentrações dos antioxidantes nos meios de cultivo de cada grupo 

experimental; 

 Tabela 2. Comparação Análise Morfologia Folicular AN2000 em D1; 

 Tabela 3. Comparação Análise Morfologia Folicular RESV1 em D1; 

 Tabela 4. Comparação Análise Morfologia Folicular RESV2 em D1; 

 Tabela 5. Comparação Análise Morfologia Folicular CT em D1; 

 Tabela 6. Comparação Análise Morfologia Folicular AN1500 em D7; 

 Tabela 7. Comparação Ativação Folicular FOXO3 com o grupo RESV2 em D7. 

  



3 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Cultivo tecido ovariano 

 

O cultivo de tecido ovariano vem sendo estudado desde os anos de 1990. Essa técnica trouxe 

uma alternativa de preservação de fertilidade para as mulheres pré-púberes e para aquelas que 

não podem postergar o tratamento do câncer para serem submetidas à estimulação ovariana e à 

recuperação de oócitos. Em alguns países, hoje o banco de tecido ovariano é uma técnica 

aceitável de preservação da fertilidade e não é mais considerado experimental (J. Hao et al, 

2020; Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2019).  

O desenvolvimento de sistemas de cultivo que otimizem o aproveitamento de folículos em 

todos os estágios de desenvolvimento permite maximizar o potencial reprodutivo para futura 

fertilidade (Telfer et al., 2013). O desenvolvimento de sistemas de cultivo tem como desafio a 

necessidade de um cultivo eficiente desde o estágio inicial do folículo (primordial – inativo) até 

a maturação completa para a fertilização in vitro (FIV). O crescimento oocitário depende de 

uma sinalização com as células foliculares, as quais medeiam a ação de sinais externos e nutrem 

o oócito durante sua maturação (Jeruss et al., 2009; Belli et al., 2012; Araújo et al., 2014). O 

aprimoramento da técnica de cultivo de tecido ovariano pode ter um impacto duradouro na 

reprodução assistida, particularmente no número crescente de mulheres que sobrevivem ao 

câncer e enfrentam a infertilidade como resultado da gonadotoxicidade das terapias contra o 

câncer (Jeruss et al., 2009).  

1.2 Ativação folicular 

 

O pool de reserva folicular, composto de folículos inativos, contém 90% da população total de 

folículos ovarianos. Este estado de inativação persiste durante toda a vida até o ciclo em que o 

folículo será ativado para iniciar seu processo de maturação que culminará na ovulação (Li, J. 

et al, 2010). Embora muitas moléculas tenham sido já implicadas no processo de ativação 

folicular, o mecanismo exato pelo qual ele é desencadeado e desenvolvido, não está bem 

estabelecido (McLaughlin, M., Kinnell, H. L. Anderson, R. A., & Telfer, E. E., 2014). Durante 

a ativação do folículo ocorre a deleção do gene FOXO3 (Li, J. et al, 2010). A FOXO3, dentro 

da vesícula germinativa, é um supressor reconhecido pelo crescimento do folículo primordial; 

quando transferido para o ooplasma, essa supressão é suspensa e ocorre a ativação do folículo 
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(McLaughlin, M., Kinnell, H. L. Anderson, R. A., & Telfer, E. E., 2014), portanto, o FOXO3 

tem sido utilizado como um marcador precoce de ativação folicular, que indica o início deste 

processo antes mesmo das mudanças morfológicas sofridas pelo folículo. 

Forkhead Box O3 (FOXO3) desempenha papéis importantes em diversos processos celulares, 

incluindo apoptose, metabolismo, proliferação celular e sobrevivência celular. O estresse 

oxidativo induz a ativação de FOXO (Zhang e Zhang, 2020). Durante o desenvolvimento do 

folículo, a via de sinalização PI3K controla a ativação do folículo primordial através do 

FOXO3. As fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) são uma família de enzimas que compartilham 

a função de fosforilar o grupo 3-hidroxila dos fosfoinositídeos, os quais são ativados por 

diversos receptores de fator de crescimento. A serina/treonina quinase AKT/PKB é um fator de 

crescimento, alvo downstream chave do PI3K e um meio central para o caminho do PI3K (Li 

et al, 2021; Zhang e Zhang, 2020).  A conversão do fosfoinositídeo PIP3 a partir de PIP2 na 

membrana plasmática é catalisada por PI3K, resultando em recrutamento de membrana, 

fosforilação e ativação de AKT. Uma vez ativado, o AKT se move para o núcleo, onde uma 

série de alvos fazem o reconhecimento do AKT e são fosforilados e ativados/suprimidos, 

incluindo GSK3, BAD, TSC2 e FOXOs, mediando assim uma variedade de efeitos 

metabólicos. Uma vez ativada a via PI3K/AKT, o FOXO é fosforilado pelo AKT e excluído do 

núcleo, levando à supressão da ativação transcricional do gene alvo e à inibição da proliferação 

celular (figura 1). O FOXO3 é regulado pelo vaivém nucleocitoplasmático dentro dos oócitos. 

Durante o desenvolvimento do folículo primordial, o FOXO3 é não fosforilado e localizado no 

núcleo, onde atua para suprimir a ativação dos folículos primordiais. A ativação de PI3K/AKT 

resulta em fosforilação de FOXO3 e exportação nuclear, desencadeando assim a ativação do 

folículo primordial (Li et al, 2021). 
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Figura 1. PI3K/AKT-FOXO3 durante o desenvolvimento do folículo ovariano. Li et al, 2021 adaptado. 

 

Os folículos primordiais são essenciais para a manutenção da fertilidade ao longo da vida 

reprodutiva das fêmeas de mamíferos (Pepling, 2006). A grande maioria desta categoria é 

perdida devido ao processo fisiológico denominado atresia. A fim de evitar a perda maciça 

destes folículos, em situações de criopreservação de tecido ovariano para preservação de 

fertilidade, e otimizar o aproveitamento dos folículos armazenados, a cultura do folículo pré-

antral tem sido empregada, não só como forma de obtenção de oócitos maduros, mas também 

como ferramenta importante para estudar a foliculogênese e aprimorar os sistemas de cultivo, 

através da inclusão de diferentes substâncias adicionadas ao cultivo (Figueiredo et al., 2008). 

Os sistemas contemporâneos de cultivo ainda não mimetizam perfeitamente o ambiente intra 

ovariano (Choi et al., 2014) e por isso ainda são necessários testes com novos protocolos e 

substâncias estimulatórias do desenvolvimento, com potencial de manter aintegridade do 

tecido. É necessário um sistema dinâmico de cultura em várias etapas para apoiar cada um dos 

estágios de transição, conhecido como cultivo multistep, como pode-se observar na figura 1 

(Telfer et al, 2011, Smitz et al., 2010). O primeiro passo é apoiar a ativação e o início do 

desenvolvimento folicular primordial através do cultivo do folículo in situ, ou seja, ainda 

incluso no tecido ovariano;  na segunda etapa, a partir desta ativação, são isolados os folículos 

em estágios pré-antrais para serem cultivados, otimizando o número de folículos em 

crescimento dos estágios ativos mais iniciais até a formação do antro, em estágios pré-

ovulatório; e, por fim, a terceira etapa envolve a extrusão do complexo cumulus oócito (COC) 
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da unidade folicular antral para o cultivo em sistemas de maturação in vitro convencional de 

oócitos (Telfer, et al., 2013). Este estudo tem como foco a primeira etapa do cultivo multistep, 

o cultivo in situ de folículos (Figura 2(i)). 

 

Figura 2. Representação do sistema de cultura em várias etapas para apoiar o desenvolvimento folicular in vitro. 

(a) Diagrama mostrando as etapas envolvidas na cultura de folículos primordiais humanos até os estágios antrais 

(i-ii) e remoção de complexos de células da granulosa de oócitos (OGCs) para colocação em esfera/membrana de 

alginato (iii) para maior crescimento e desenvolvimento e maturação in vitro (MIV) subsequente. Smitz et al. 

Human Reproduction Update, 2010 adaptado. 

A literatura sugere que os folículos maturados in vitro apresentam menor capacidade de 

desenvolvimento do que os maturados in vivo (Magalhaes et al., 2009). Em condições in vitro, 

os folículos podem estar expostos a concentrações de oxigênio supra fisiológicas (20%) 

(Fischer et al., 1993), o que pode aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

promovendo o estresse oxidativo (Silva et al., 2011). 

1.3 Viabilidade celular 

 

Uma das formas de se verificar a eficiência dos sistemas de cultivo na preservação do tecido é 

a avaliação de processos de proliferação e morte celular. Existem dois tipos de morte celular: 

apoptose (morte celular programada) e necrose (morte devido a lesões causadas por fontes 

externas), ambos os tipos podem ser identificados com o uso de sondas fluorescentes. A sonda 

de iodeto de propidio (IP) pode atravessar apenas as membranas de células necróticas e não das 

apoptóticas, corando DNA e RNA presentes no citoplasma, e emitindo uma fluorescência 

vermelha, já as células íntegras não fluorescem (Silva, 2007). 

O IP é considerado impermeável à membrana plasmática e, portanto, comumente utilizado para 

detectar células com integridade de membrana plasmática comprometida (em processo de morte 

celular). Após a entrada na célula, o IP cora o DNA em virtude da ligação a ácidos nucleicos 

de fita dupla por intercalação, o que leva a um aumento de mais de 30 vezes de sua 

fluorescência. As propriedades de excitação e emissão do IP, o tornaram como corante de 
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escolha para avaliação de morte celular por equipamentos equipados por fonte de excitação a 

laser (Zhao H., 2010). 

1.4 Estresse oxidativo 

 

As EROs são moléculas reativas radicais não-livres e radicais livres derivadas do oxigênio 

(Agarwal et al., 2014). Nos organismos aeróbicos a produção destas moléculas acontece de 

forma natural, sendo geradas tanto no citoplasma (mitocôndrias, lisossomos e peroxissomos), 

quanto na membrana plasmática (Idelchik et al., 2017). A maior produção de EROs acontece, 

principalmente, nas mitocôndrias durante o processo de fosforilação oxidativa, reação 

responsável pela produção de ATP (Davies et al., 1995). De acordo com Ray and Shah, (2005), 

os tipos mais comuns de EROs pertencem a uma família de moléculas que incluem os radicais: 

ânion superóxido (O2•), radical hidroxila (OH•) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 

 

Figura 3. Produção de espécies reativas de oxigênio e seu controle pelo sistema antioxidante. Legenda: Os elétrons 

(e-) doados de NADH e FADH 2 passam pela cadeia de transporte de elétrons e finalmente reduzem O2 para 

formar H2O no complexo IV. MtROS são produzidos a partir do vazamento de e- para formar superóxido (O2-) 

no complexo I e complexo III. O2- é produzido dentro da matriz no complexo I, enquanto no complexo III O2- é 

liberado tanto para a matriz quanto para o espaço intermembrana. Uma vez gerado, O2- é dismutado em H2O2 

pela superóxido dismutase 1 (SOD1) no espaço intermembrana e pela SOD2 na matriz. Em seguida, o H2O2 é 

totalmente reduzido a água pela glutationa peroxidase (GPX). Ambos O2- e H2O2 produzidos neste processo são 

considerados como mtROS. OM: membrana externa; IM: membrana interna.  Li et al., 2013. 
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Existem diversos métodos para avaliar o efeito do cultivo in vitro associado a antioxidantes na 

preservação de folículos pré-antrais, no entanto, os testes rápidos podem poupar tempo e 

melhorar o aproveitamento posterior da amostra de tecido ovariano. A identificação de EROs 

em análise em microscopia confocal por meio de sonda fluorescente tem sido utilizada com o 

objetivo de quantificar o estresse oxidativo de tecidos e folículos ovarianos após 

criopreservação. As sondas fluorescentes são excelentes sensores de espécies reativas de 

oxigênio, devido à alta sensibilidade, aplicabilidade, simplicidade na coleta e análise de dados, 

além de apresentar alta resolução espacial em técnicas de imagem microscópica (Rocha, 

C.D.,2017).  A avaliação da oxidação intracelular, pode ser medida utilizando a sonda de 2’,7’-

diclorofluoresceína (DCF), a qual mede a produção de peróxido de hidrogênio por meio de 

detecção intracelular de oxidação gerando coloração verde que varia de alta a baixa intensidade 

de acordo com o grau de oxidação (FABRI et al., 2014; Rocha, C.D.,2017). 

Em excesso as EROs oferecem risco de dano à célula, porém em quantidades adequadas, essas 

moléculas são importantes na manutenção de várias funções fisiológicas e exercem um papel 

crítico na regulação de processos celulares como, resposta imunológica, crescimento, 

proliferação e sinalização celular. Além disso, atuam de forma indireta na regulação de morte 

celular e em processos bioquímicos como a transferência de elétrons, fertilização de oócitos, 

ativação de genes e defesa contra infecções (Shami et al., 2004). Apesar de promoverem o 

processo celular normal sob condições fisiológicas, quando ocorre o desequilíbrio entre a 

produção de EROs e a capacidade dos sistemas de defesa antioxidante, o excesso de EROs pode 

gerar estresse oxidativo (Sahebkar et al., 2015; Schafer et al., 2001; Qingming et al., 2010). O 

estresse oxidativo é responsável por alterar diversas moléculas intracelulares e causar prejuízos 

entre os quais podemos citar, danos no DNA, nas proteínas e nos lipídios (Vaanholt et al., 

2016). 

1.5 Antioxidantes 

 

Vários estudos demonstraram que altos níveis de EROs produzidos durante o cultivo in vitro 

prejudicam o desenvolvimento folicular ao danificar suas estruturas celulares e moleculares. 

Nesse sentido, uma grande variedade de antioxidantes (AO) como o selênio, α-tocoferol, ácido 

ascórbico e, mais recentemente o resveratrol e o anetol foram adicionados ao meio de cultivo a 

fim de criar um ambiente antioxidante, numa tentativa de proteção das células e tecidos em 

cultivo (Sa et al., 2018). 
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O resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) é um polifenol natural sintetizado por várias plantas 

como uma fitoalexina em resposta a patógenos, como bactérias ou fungos. Este bioflavonoide, 

encontrado naturalmente em uvas, vinho tinto, amendoim e várias plantas medicinais, tem sido 

postulado como sendo o principal agente responsável por inúmeros benefícios para a saúde 

associados ao consumo desses alimentos dietéticos. (Vastano et al., 2000). Na última década, o 

interesse nas propriedades terapêuticas do resveratrol aumentou consideravelmente, uma vez 

que esse agente pode ter efeitos benéficos, incluindo propriedades quimiopreventivas, ações 

antioxidantes e anti-inflamatórias e ações protetoras contra a isquemia-reperfusão, processos 

neurodegenerativos, doenças metabólicas e patologias cardiovasculares, tanto in vitro como in 

vivo (em estudos com modelos animais) (Ortega and Duleba, 2015). O resveratrol pode limpar 

efetivamente o acúmulo de EROs, além de conseguir manter o nível de enzimas antioxidantes, 

aliviando os danos causados pelo estresse oxidativo. Este bioflavonoide protege o oócito contra 

o envelhecimento pós-ovulatório, impedindo a produção de EROs, e também melhora a 

qualidade da maturação in vitro de oócitos em camundongos e humanos (Jiang et al, 2019; Han 

et al, 2020). 

O anetol, principal constituinte do óleo essencial extraído de Croton zehntneri, encontrado 

também no óleo essencial de anis estrelado (Illicium verum), anis (Pimpinella anisum) e anis 

doce (Foeniculum vulgare), tem sido utilizado na medicina popular e nas indústrias alimentícia 

e cosmética. (Yea et al, 2006; Ritter, A.M.; Ames, F.Q.; Otani, F.; de Oliveira, R.M.; Cuman, 

R.K.; Bersani-Amado, C.A., 2014). Assim, este composto pode atuar como um 

antiinflamatório, anestésico, anticarcinogênico e antioxidante. Alguns estudos demonstraram 

que o efeito antioxidante do anetol é devido à sua capacidade de seqüestrar radicais livres, 

aumentar os níveis intracelulares de glutationa e glutationa-S-transferase e inibir a peroxidação 

lipídica (Ritter, A.M.; Ames, F.Q.; Otani, F.; de Oliveira, R.M.; Cuman, R.K.; Bersani-Amado, 

C.A., 2014). Recentes estudos, demostraram que o anetol presente no meio de cultivo in vitro 

de folículos pré-antrais (folículos secundários isolados) caprinos, além de reduzir os níveis de 

EROs foi também capaz de estimular o desenvolvimento folicular e aumentar as taxas de 

retomada da meiose de oócitos oriundos desses folículos (Sá et al, 2017; Sá et al, 2018). 

Até o momento são escassos os estudos que demonstram a ação destes antioxidantes no cultivo 

in vitro de tecido ovariano.  
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1.5 Modelos animais 

 

Devido à disponibilidade limitada de tecido ovariano humano e de primata para pesquisa, a 

tecnologia de cultura de folículos progrediu mais rapidamente em alguns animais domésticos, 

tais como vaca, ovelha, cabra e porco, do que em primatas e humanos. Os dados gerados a partir 

desses modelos animais são valiosos para pesquisas translacionais e clínicas, já que o tecido 

humano é menos acessível (Telfer et al., 2013).  

A espécie bovina é apontada como modelo experimental comparativo destes estudos com dupla 

aptidão, por favorecer o avanço genético e conservação desta espécie e fornecer informações 

importantes a serem aplicadas na clínica reprodutiva humana. Além do mais, estes ovários têm 

razoável disponibilidade em frigoríficos e são bons modelos de estudos para compreensão do 

desenvolvimento folicular (Araújo et al., 2014; Baerwald, 2009). Pela facilidade de acesso às 

amostras de ovários bovinos e pela semelhança descrita com o ciclo reprodutivo humano, neste 

estudo optamos pela utilização do modelo bovino.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito da suplementação dos antioxidantes Anetol e Resveratrol, em diferentes 

concentrações, no metabolismo oxidativo de fragmentos de tecido ovariano bovino fresco 

cultivado.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito da suplementação dos antioxidantes Anetol e Resveratrol, em diferentes 

concentrações(resveratrol [1 µM]; resveratrol [2 µM]; resveratrol [5 µM]; anetol [1000 µg/mL]; 

anetol [1500µg/mL] e anetol [2000 µg/mL]), no meio de cultivo convencional de tecido 

ovariano in situ, sobre a saúde do tecido cultivado e o metabolismo oxidativo, verificados 

através da mensuração da produção de EROs, identificação de morte celular e avaliação da 

morfologia dos folículos pelas técnicas microscopia confocal, imunohistoquímica e análise 

histológica.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Pesquisa do Departamento de Ginecologia e 

Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) da Universidade de São Paulo 

(USP) sob o protocolo número 648 e pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FMRP, sob 

o número 216/2018 (anexos). 

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Figura 4. Fluxograma do Desenho do Estudo 
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3.2 LOCAIS DE EXECUÇÃO DO PROJETO 

Os procedimentos (preparo de meios de cultivo, preparo dos fragmentos de tecido e os cultivos) 

foram realizados no Laboratório de Reprodução Humana no Departamento de Ginecologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FMRP - USP). As 

imagens captadas por microscopia confocal foram feitas em parceria com o Laboratório de 

Citometria de fluxo e microscopia avançada (Universidade Federal de Uberlândia). As laminas 

de histologia clássica e imunohistoquimica foram realizadas em parceria com o Laboratório de 

Fisiopatologia da Audição, Olfato e Visão (casa 19).   

 

3.3 COLETA E TRANSPORTE DOS OVÁRIOS 

Ovários bovinos (n = 25 pares) foram coletados em abatedouros de animais sem raça definida. 

Os ovários foram transportados do frigorífico para o laboratório em garrafa térmica com 

solução fisiológica 0,9% (4ºC) suplementada com 100 µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina, no período máximo de 4 horas do abate. 

 

3.4 MEIO DE LAVAGEM DOS OVÁRIOS 

Os ovários, fragmentos, folículos e oócitos foram lavados com meio de lavagem composto de 

α-MEM HEPES, suplementado com 100 µg/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 

100 µg/mL de amicacina.  

 

3.5 MEIO DE CULTIVO IN VITRO DOS FRAGMENTOS 

O meio de cultivo in vitro dos fragmentos foi composto de α-MEM suplementado com 0,00125 

g/mL de BSA, 10µL/mL de ITS (insulina, transferrina, selênio), 10µL/mL de glutamina, 

10µL/mL de hipoxantina, 10µL/mL de estreptomicina, 10µL/mL de penicilina e 10µL/mL de 

amicacina. No grupo controle o cultivo foi feito de forma convencional (α-MEM + 

suplementado), sem adição dos antioxidantes. Nos grupos RESV1, RESV2 e RESV5 foram 

adicionadas ao α-MEM + suplementado concentrações de 1µM, 2µM e 5µM de resveratrol, 

respectivamente. Nos grupos AN1000, AN1500 e AN2000 foram adicionadas ao α-MEM + 

suplementado, concentrações de 1000 µg/mL, 1500 µg/mL e 2000 µg/mL de anetol, 

respectivamente. As concentrações de resveratrol e anetol foram definidas com base em estudos 

anteriores encontrados na literatura sobre o tema (Dos Santos Morais et al., 2019; Sa et al., 

2018; Hao et al, 2018; Bezerra et al, 2018).  
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A tabela 1 demonstra como foi feito o preparo dos meios de cultivo suplementados com as 

concentrações dos antioxidantes nos diferentes grupos experimentais. O preparo das soluções 

estoques foram realizados visando otimizar o aproveitamento desses. 

Tabela 1. Preparo concentrações dos antioxidantes nos meios de cultivo de cada grupo experimental 

  

 

 

3.6 FRAGMENTAÇÃO DO CÓRTEX OVARIANO BOVINO 

No laboratório, os ovários foram lavados com solução fisiológica 0,9% (4ºC) suplementada 

com 100 µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. Em seguida, o tecido conjuntivo 

e a gordura foram removidos e os ovários transferidos para o mesmo meio permanecendo até o 

momento da fragmentação. 

Antes da manipulação, os ovários foram lavados uma vez com álcool 70% e duas vezes com 

solução fisiológica 0,9% (4ºC) suplementada com 100 µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina. A fragmentação dos ovários foi realizada utilizando-se o Thomas Stadie-Riggs 

Tissue Slicer (Thomas Scientific®, NJ, USA), para a obtenção de fatias do córtex ovariano com 

espessura de 5 x 5 x 0,5 mm, retiradas das porções mais externas dos ovários. Esses cortes 

foram analisados na lupa, para seleção de fragmentos com presença de folículos pré-antrais. 
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Esta última etapa foi feita dentro de um fluxo laminar, em placa aquecida a temperatura 37°C. 

Os fragmentos de córtex ovariano permaneceram no meio α-MEM HEPES, suplementado com 

100 µg/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 100 µg/mL de amicacina até a seleção 

para inclusão nos grupos de cultivo.  

 

3.7 CONDIÇÕES DO CULTIVO IN VITRO 

Os cultivos dos fragmentos de todos os tratamentos ocorreram de forma individual em placas 

com 24 poços (Corning) com 1000 µL de meio de cultivo em cada poço. Vinte e quatro 

fragmentos foram retirados aleatoriamente e imediatamente fixados para o tratamento controle 

não cultivado. Os fragmentos restantes (336 fragmentos) foram distribuídos aleatoriamente nos 

sete tratamentos (CT, RESV1, RESV2, RESV5, AN1000, AN1500 e AN2000). Os fragmentos 

permaneceram em estufa com 5% de CO2 no ar, a 38,5ºC e umidade saturada durante o tempo 

de cultivo (1 ou 7 dias). Trocas parciais do meio de cultivo ocorreram a cada 2 dias. Nesse 

processo, 500 µl de meio foram retirados de cada poço de cultivo e substituídos por 500 µl de 

meio novo nos mesmos poços correspondentes. 

 

3.8 AVALIAÇÕES DOS FRAGMENTOS OVARIANOS 

 

3.8.1 Análise histológica 

Os fragmentos destinados a histologia foram fixados em paraformaldeído a 4%, armazenados 

em álcool 70% e encaminhados para histologia clássica. Após a inclusão em parafina os 

fragmentos foram seccionados serialmente na espessura de 5 µm. Os fragmentos foram corados 

com hematoxilina e eosina (HE) conforme técnica padrão. As lâminas foram analisadas 

utilizando o microscópio óptico (Nikon, Tokio, Japão) em aumento de 400x. 

As variáveis analisadas foram: número de folículos por fragmento; classificação morfológica 

(folículos normais ou anormais); classificação quanto ao estágio de desenvolvimento. Os 

folículos foram classificados como normais quando o oócito se encontrava preservado, 

circundado por uma ou mais camadas de células da granulosa organizadas. Já os folículos foram 

classificados como anormais quando apresentavam o citoplasma retraído ou desorganizado com 

células da granulosa separada da membrana basal, ruptura ou perda de células da granulosa, 

oócito com núcleo picnótico. Os estágios de desenvolvimento dos folículos pré-antrais 

quantificados e avaliados foram:  
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● Primordial: oócito imaturo localizado no centro do folículo e rodeado por uma camada 

de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (Figura 5 (a)); 

● Transição: oócito em crescimento e multiplicação das células da granulosa com 

mudança morfológica de pavimentoso para cuboide (Figura 5 (t));  

● Primário: oócito imaturo e central rodeado por uma camada de células da granulosa de 

formato cuboide (Figura 5 (p)); 

● Secundário: oócito imaturo rodeado por duas ou mais camadas de células da granulosa 

de formato cuboide (Figura 5 (s)). 

 

 

Figura 5. Análise Histológica. Fonte: Da autora, 2022. Legenda: a: Primordial T: Transição P: Primário S: 

Secundário 

 

3.8.2 Análise microscopia confocal 

A microscopia Confocal se destaca por ser capaz de produzir imagens tridimensionais a partir 

de amostras espessas, ainda nesta mesma amostra espessa é possível obter imagens de seus 

planos específicos sem a necessidade de fatiar ainda mais o tecido. A imagem é adquirida pelo 

microscópio Confocal através de feixe de laser, e o comprimento desse é definido de acordo 

com o comprimento de onda luminosa de excitação que se deseja, de acordo com a sonda que 

está sendo utilizada. Seguinte a isto, a luz emitida pelo agente fluorescente formará a imagem 

que se encontra em plano focal conjugado (confocal) ao do ponto iluminado (Corrêa et al., 

2012). 
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Os fragmentos destinados para análise de intensidade de fluorescência por microscopia 

confocal foram lavados em solução PBS com 5% soro fetal bovino e corados em solução com 

1 µL/mL de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) (Product: 35848 Sigma Aldrich 76-54-0) por 30 

minutos. Em seguida, foram corados em solução com 100 µg/mL de iodeto de propídeo (Sigma 

Aldrich) por 15 minutos (Vallorani et al, 2012). Após este período, foram fixados em 

paraformaldeído 4% durante 15 minutos e armazenados em PBS, a 4°C. A intensidade de 

fluorescência (pixels) em diferentes profundidades teciduais com a utilização de microscópio 

LSM 710 ZEISS® (Oberkochen, Alemanha) foram analisadas. 

Através da análise confocal, foi possível avaliar as condições de viabilidade (morte celular) e 

oxidação do tecido ovariano após o tratamento. Para isso, utilizamos os corantes DCF (ƛ= 485-

530 nm) e iodeto de propídeo (ƛ= 536-620 nm). O corante DCF, é oxidado por ERO’s, emitindo 

assim alta fluorescência e indicando a intensidade de emissão de espécies reativas de oxigênio 

produzida, enquanto o iodeto de propídeo emite fluorescência adquirida por células 

degeneradas, sendo que este só consegue atravessar a membrana de células necróticas, sendo 

impermeável a células viáveis com membranas íntegras (Silva, 2007). 

Nossa análise foi realizada com 6 fragmentos de cada grupo, sendo selecionados 5 campos do 

tecido para a obtenção das medidas de emissão de fluorescência tanto para o DCF quanto para 

o iodeto de propídeo. O comprimento de onda apropriado para cada probe foi programado 

previamente, e as seções foram realizadas em intervalos de 8 micrômetros, com uma média de 

10 seções em Z-stack (Martino et al., 2013). 

Utilizando o software ImageJ, as imagens obtidas foram analisadas e os pixels de intensidade 

de fluorescência foram convertidos em dados numéricos, para análises estatísticas posteriores. 

O corante DCF emite fluorescência na cor verde (Figura 6(A,B,C)), enquanto o iodeto de 

propídeo emite fluorescência na cor vermelha (Figura 6(D,E,F)). Foi utilizada a mesma área 

para analisar os cinco campos de cada fragmento, garantindo que o mesmo campo utilizado 

para a medição da fluorescência do DCF fosse também utilizado para a medição da 

fluorescência do iodeto de propídeo. 
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Figura 6. Análise Confocal. Fonte: Da autora, 2022. Legenda: A, B, C- Diferentes intensidades emitida pela sonda 

2’,7’-diclorofluoresceína (DCF); D,E,F- Diferentes intensidades emitida pela sonda Iodeto de Propídio (IP). 

 

 

3.8.3 Imunohistoquímica  

Os fragmentos de todos os grupos foram fixados em paraformaldeído 4%, desidratados em 

bateria de álcool crescente 70%, clarificada em xilol, embebidos em parafina e cortados em 

secções de 6 µm.  A recuperação do antígeno foi realizada usando citrato de sódio 0,01 M por 

20 min e a atividade da peroxidase endógena extinta usando 3% de peróxido de hidrogênio em 

metanol. As seções de tecido foram incubadas em anticorpo primário FOXO3A Polyclonal 

Antibody (Product #PA5-27145) diluído em 1:500, durante a noite a 4°C. Os controles 

negativos foram estabelecidos suprimindo o anticorpo primário por soro de cabra. No dia 

seguinte as lâminas foram lavadas em solução PBS 0.1 M e incubadas com anticorpo secundário 

Abcam Goat Anti-Rabbit IgG (HRP) 500ug. Supplier: Abcam AB205718) diluído em 1:2000, 

marcado com peroxidase de rábano por 30 minutos (McLaughlin, M., Kinnell, H. L. Anderson, 

R. A., & Telfer, E. E., 2014). Novamente foram lavados com solução de PBS 0.1M. A 

hematoxilina de Mayer foi usada para contracorar as lâminas. Através de um Scanscope CS 

System, com uma objetiva 20x Olympus foram capturadas imagens das lâminas imunocoradas. 

As imagens digitalizadas foram analisadas posteriormente utilizando o programa de 

visualização OlyVIA. Os folículos foram classificados como positivos (ativados) quando a 

coloração marrom foi observada somente no ooplasma (Figura 7 (A,C,E,,G,H)) e negativos 

(não ativados) quando a coloração marrom foi observada na também na vesícula germinativa 

(Figura 7 (B,D,F)). 
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Figura 7. Avaliação da ativação folicular pela marcação imuno-histoquímica por FOXO3. Fonte: Da autora, 

2023. Legenda: (A) Folículo primordial tardio ativado (B) Folículo primordial não ativado (C) Folículo em 

transição ativado (D) Folículo em transição não ativado (E) Folículo primário ativado (F) Folículo primário não 

ativado (G) Folículo secundário ativado (H) Folículo primário ativado. 

 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Foi realizada uma análise exploratória de dados através de medidas de posição central e de 

dispersão. Os gráficos de box plot e histograma foram construídos para verificar a distribuição 

das amostras. 

A comparação entre os tempos dentro de cada grupo e entre os grupos dentro de cada tempo foi 

realizada considerando os contrastes ortogonais no modelo linear generalizado. Os pressupostos 

do modelo de normalidade dos resíduos e homocedasticidade da variância foram checados 

considerando os gráficos QQ-Plot e histograma dos resíduos, e gráficos do resíduo versus o 

predito. As análises foram implementadas no programa SAS versão 9.4. Foi considerado como 

significância estatística um p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

O presente estudo avaliou os efeitos dos antioxidantes Anetol e Resveratrol em diferentes 

concentrações sob o cultivo de tecido ovariano. Nas três replicatas foram incluídos 360 

fragmentos. Estes foram distribuídos entre os 7 grupos de cultivo analisados em D1 e em D7 e 

o grupo fresco (D0), sendo que 6 fragmentos de cada grupo foram destinados para Histologia 

Clássica, 6 fragmentos de cada grupo foram destinados para Microscopia Confocal, 6 

fragmentos de cada grupo foram destinados para Imunohistoquimica. 

4.1 Avaliação Histológica 

Na avaliação  histológica foi verificado o desenvolvimento folicular, bem como as 

características estruturais indicativas de sobrevivência ou degeneração dos folículos. Na figura 

9 são apresentadas as comparações do desenvolvimento folicular entre os grupos. 

Antes do cultivo in vitro, a proporção de folículos primordiais era maior do que de folículos em 

outros estádios; entretanto, após 1 dia de cultivo, os folículos estavam crescidos; assim, a 

proporção de folículos primordiais diminuiu, enquanto a proporção de folículos primários 

aumentou (Figura 8). 

Podemos observar que houve diminuição significativa dos folículos primordiais após sete dias 

de cultivo em todos os grupos. De forma coerente, ocorreu aumento significativo no número de 

folículos primários em D7 em todos os grupos, com exceção somente dos grupos AN2000 e 

CT. 
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Figura 8. Distribuição dos folículos totais por grupo em dias diferentes de cultivo. (A) Proporção Total de Folículos 

Primordiais; (B) Proporção Total de Folículos Transicionais; (C) Proporção Total de Folículos Primários; (D) 

Proporção Total de Folículos Secundários; (E) Tabela apresentando os ps das comparações entre os Dias 1 e 7 da 

proporção de folículos nos diferentes estádios.  

Legenda: D0, D1 e D7. CT=controle; Resv=resveratrol; An=anetol; D0=Dia zero (pré-cultivo); D1=dia 1; D7=dia 

7. A = p<0,05 em D1 quando comparado ao controle; B = p<0,05 em D7 quando comparado ao controle; (*) 

p<0.05. 
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Figura 9. Distribuição dos folículos por grupo em dias diferentes de cultivo.  

Legenda: CT=controle; Resv=resveratrol; An=anetol; D0=Dia zero (pré-cultivo); D1=dia 1; D7=dia 7.  

 

No entanto, o grupo AN2000 apresentou uma menor porcentagem de folículos primordiais em 

comparação aos outros grupos, além de uma maior porcentagem de folículos primários 

degenerados. Embora tenha ocorrido ativação satisfatória dos folículos nesse grupo, houve uma 

menor proteção desses folículos (Tabela 2; Figura 9).
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Tabela 2. Comparação Análise Morfologia Folicular AN2000 em D1. (*) p<0,05 

 

Tabela 3. Comparação Análise Morfologia Folicular RESV1 em D1. (*) p<0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

 

Tabela 4. Comparação Análise Morfologia Folicular RESV2 em D1. (*) p<0,05 

 

Tabela 5. Comparação Análise Morfologia Folicular CT em D1. (*) p<0,05 
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O grupo AN1000 mostrou-se menos eficiente na ativação dos folículos, porém apresentou um 

menor número de folículos degenerados em comparação aos outros grupos. Isso sugere que o 

grupo AN1000 preservou melhor os folículos inativos, revelando um efeito protetor. 

Por outro lado, os grupos RESV1 e RESV2 apresentam baixa taxa de ativação dos folículos 

presentes no tecido. Além disso, muitos desses folículos não ativados já apresentavam sinais de 

degeneração no primeiro dia de cultivo (D1). Notavelmente, o grupo RESV2 demonstrou ser 

mais tóxico do que o grupo RESV1, conforme indicado pelo aumento de folículos primordiais 

degenerados no D1 (Tabela 3 e 5). 

No grupo RESV5, foi observada boa ativação dos folículos. No entanto, esses folículos ativados 

logo entraram em processo de morte celular, evidenciado pelo aumento de folículos em 

transição degenerados, folículos primários degenerados e folículos secundários degenerados 

(Figura 9). 

No grupo Controle, que consistiu no cultivo convencional sem adição de antioxidantes, a 

ativação dos folículos ocorreu normalmente. Foi possível observar uma maior taxa de ativação 

em comparação aos grupos RESV1 e RESV2. Além disso, não houve diferença relevante 

quando comparado aos demais grupos suplementados com antioxidantes (Tabela 5; Figura 9). 

Em relação aos resultados em D7, o grupo AN1500 demonstrou a maior quantidade de folículos 

primários quando comparado a todos os outros grupos. Além disso, esse mesmo grupo 

apresentou uma menor quantidade de folículos degenerados em comparação aos grupos 

RESV1, RESV2 e CONTROLE (Tabela 6; Figura 9). 

No grupo RESV1, os folículos que foram ativados já estavam com aspecto de degeneração. 

Houve aumento significativo desses folículos primários degenerados em comparação aos 

grupos AN1500, AN2000, CONTROLE, RESV2 e FRESCO (Figura 9). 

No grupo RESV2, foi observado um maior número de folículos em transição degenerados em 

comparação aos grupos AN1500, AN2000, CONTROLE e RESV5. Além disso, notou-se que 

no grupo controle houve uma quantidade maior de folículos primários em comparação ao grupo 

RESV2 (Figura 9). 
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Tabela 6. Comparação Análise Morfologia Folicular AN1500 em D7. (*) p<0,05 
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4.2 Imunohistoquímica (Ativação Folicular) 

Para a realização da imunohistoquímica, o tecido foi marcado com o anticorpo FOXO3. 

Possibilitando não apenas a avaliação do desenvolvimento folicular, mas também a 

determinação da ativação ou não ativação dos folículos através da marcação do anticorpo. Foi 

observada ativação em massa dos folículos a partir do primeiro dia de cultivo. 

 

 

Figura 10. Distribuição dos folículos ativos e não ativos por grupo em dias diferentes de cultivo. Legenda: A 

distribuição dos folículos nos diferentes grupos analisada em D0, D1 e D7. CT=controle; Resv=resveratrol; 

An=anetol; D0=Dia zero (pré-cultivo); D1=dia 1; D7=dia 7. 

 



27 
 

 

Após 24 horas de cultivo, verificou-se ativação de folículos em todos os grupos estudados 

(Figura 10). 

Foi observado que os grupos de cultivo suplementados com RESV1 e RESV2 conseguiram 

manter uma maior porcentagem de folículos em seus estágios iniciais ainda no primeiro dia 

(D1) de cultivo. Além disso, esses grupos apresentaram uma maior quantidade de folículos em 

transição inativos em D1 (Figura 10). 

No grupo AN1000, foi observada uma maior porcentagem de folículos primordiais. No entanto, 

esses folículos já apresentavam marcação de ativação em D1, indicando o início do processo 

de ativação, chamamos esses de folículos primordiais tardios (Figura 7; Figura 10). 

No grupo AN1500 em D1, foi observado maior quantidade de folículos primordiais em 

comparação ao grupo RESV1. Além disso, houve maior quantidade de folículos primordiais 

inativos em comparação aos grupos RESV2 e FRESCO. No entanto, em comparação aos 

demais grupos, não foram observadas diferenças significativas (Figura 10). 

O grupo AN2000 mostrou-se mais eficiente na ativação dos folículos. Apresentou uma menor 

quantidade de folículos primordiais e demonstrou aumento nos folículos primários ativados 

(Figura 10). 

No grupo RESV1, foi observada maior quantidade de folículos primordiais inativos em 

comparação a todos os grupos, com exceção do grupo RESV2 e FRESCO. Além disso, esse 

grupo também apresentou uma maior porcentagem de folículos em transição inativos quando 

comparado a todos os grupos (Figura 10). 

No grupo RESV2, também foi observada maior quantidade de folículos primordiais inativos 

em comparação a todos os outros grupos cultivados. Além disso, foi observada menor 

porcentagem de folículos primários, indicando que essa suplementação não ativou 

adequadamente os folículos. 

No grupo RESV5, foi observada maior quantidade de folículos primários inativados em 

comparação aos demais grupos, com exceção do grupo CT (Cultivo convencional), no qual não 

houve diferença significativa no aumento desses folículos. O grupo RESV5 apresentou uma 

diferença significativa na redução dos folículos primordiais inativos em comparação ao 

RESV1, RESV2 e FRESCO (Figura 10). 

No grupo CT, foi observado aumento nos folículos primários ativos já no primeiro dia (D1) de 

cultivo, em comparação aos grupos RESV2, RESV5 e FRESCO. Além disso, foi observada 
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uma maior quantidade de folículos primários inativos em comparação aos grupos AN1000, 

RESV1, RESV2 e FRESCO (Figura 10). 

Em D7, foi observado que os folículos já estavam ativos, resultando em uma quantidade muito 

baixa de folículos primordiais neste dia. Em comparação ao grupo fresco, todos os grupos 

apresentaram uma redução significativa de folículos primordiais inativos. Além disso, houve 

aumento significativo de folículos primários ativos em D7 em todos os grupos cultivados 

(Figura 10). 

No grupo RESV2 em D7, foi observado menor número de folículos primários ativos em 

comparação a todos os grupos de cultivo, exceto pelo RESV5 (Tabela 7). 

Da mesma forma, o grupo RESV5 apresentou menor número de folículos primários ativos em 

comparação ao grupo AN1500 e AN2000 (D7). 

Por outro lado, o grupo AN1500 demonstrou maior quantidade de folículos primários ativos 

em comparação ao grupo CT (Figura 10). 

No grupo AN1000, foi observada maior ativação em comparação aos grupos RESV2 e RESV5, 

demonstrado pelo aumento de folículos primários e folículos em transição ativos, 

respectivamente (D7). 

Já no grupo AN1500, foi observada melhor ativação em comparação aos grupos CONTROLE, 

RESV2 e RESV5 (D7). 

No grupo AN2000, houve uma maior ativação em comparação aos grupos RESV2 e RESV5 

(D7) 
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Tabela 7. Comparação Ativação Folicular FOXO3 com o grupo RESV2 em D7. (*) p<0,05 
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4.3 Estresse Oxidativo e Viabilidade  

Para análise em microscopia confocal, 90 fragmentos foram marcados com as probes 

diclorodihidrofluoresceína e iodeto de propídeo, sendo que 6 destes foram fixados em 

paraformaldeído 4% no mesmo dia da coleta (D0). De cada fragmento foram selecionados 5 

campos do tecido para as medidas de emissão de fluorescência para o DCF e o IP. Sendo assim, 

foram analisados 30 campos por grupo por microscopia confocal.  As intensidades de 

fluorescência (pixels) foram medidas pelo programa Image J.  

.
Figura 11. Intensidade de emissão de fluorescência na marcação de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) para todos os 

grupos. Legenda: CT=controle; Resv=resveratrol; An=anetol; D0=Dia zero (pré-cultivo); D1=dia 1; D7=dia 7. 
 

Através da análise Confocal com uso do marcador DCF (Figura 6) obtivemos aumento 

significativo na produção de EROs no grupo AN2000 D1 quando comparado aos grupos 

AN1500 D1(p=0.0325) e CT D1(p=0.0343). No entanto, após sete dias de cultivo, o grupo 

AN2000 demonstrou menor produção de EROs quando comparado ao grupo RESV1 

(p=0.0122). E o grupo RESV1 D7 demonstrou aumento significativo na produção de EROs 

quando comparado com o grupo RESV2 D7 (p=0.0038). Foi possível observar diferença 

significativa entre o grupo FRESCO e os demais grupos (figura 11). O grupo FRESCO foi 

fixado em paraformaldeído 4% em D0, passando por menos manipulação, assim apresentando 

menor estresse oxidativo. Não foram observadas mais diferenças inter e nem intragrupo com 

relação à produção de espécies reativas de oxigênio entre os demais grupos. 
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Figura 12. Intensidade de emissão de fluorescência na marcação de Iodeto de propídio (IP) para todos os grupos. 

Legenda: CT=controle; Resv=resveratrol; An=anetol; D0=Dia zero (pré-cultivo); D1=dia 1; D7=dia 7. 

 

Já com relação à morte celular (IP) foi observado aumento significativo na marcação por IP nos 

grupos AN2000 D1 quando comparado ao AN2000 D7 (p=0.0042) e quando comparado ao 

grupo FRESCO (p=0.0495), indicando aumento de morte celular do tecido cultivado neste 

grupo em D1 (Figura 12). Não houve diferença na comparação entre os demais grupos entre si 

e nem intragrupo entre o D0, D1 e D7. 
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5. DISCUSSÃO 

O presente estudo analisou três diferentes concentrações de dois antioxidantes em dois períodos 

distintos. Os dados compilados nesta pesquisa fornecem uma base sólida para discutirmos o 

uso destes antioxidantes no cultivo de tecido ovariano. 

O estresse oxidativo gerado durante o cultivo in vitro representa um dos principais desafios no 

desenvolvimento de sistemas de cultivo. Esse estresse ocorre devido ao desequilíbrio entre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e os mecanismos antioxidantes. As EROs 

podem causar danos às macromoléculas celulares durante o crescimento folicular (Dumesic et 

al., 2015). Neste estudo, um dos desafios foi reduzir a quantidade de EROs durante o cultivo, 

utilizando dois diferentes antioxidantes, anetol e resveratrol. 

Alguns estudos recentes comprovam os benefícios da suplementação de antioxidantes em meios 

de cultivo de tecido ovariano. Por exemplo, Silva et al. (2022) demonstrou que o uso de eugenol 

resultou em melhorias significativas na sobrevivência dos folículos, ativação e crescimento 

folicular e oocitário, além de reduzir a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) no 

tecido ovariano após 7 dias de cultivo. 

Outro estudo conduzido por Abedpour et al. (2022) revelou que o ácido clorogênico pode 

otimizar o sistema de cultura, melhorando a sobrevivência, o desenvolvimento e o potencial 

funcional dos folículos em tecidos ovarianos inteiros de camundongos após 7 dias de cultivo. 

Além disso, Cerezetti et al. (2021) observaram que a suplementação com o antioxidante 

quercetina foi eficaz na preservação da integridade e no desenvolvimento dos folículos 

ovarianos em cultivo in vitro por 5 e 10 dias. 

Por fim, o estudo realizado por Kim et al. (2015) constatou que o uso de polietilenoglicol-

superóxido dismutase apresentou um efeito protetor, principalmente em relação aos folículos 

primordiais, embora por um curto período de tempo em cultivo in vitro. 

Foram encontrados resultados promissores com a suplementação de anetol e resveratrol no 

cultivo de folículos, oócitos e embriões. No entanto, há uma escassez de dados sobre o uso 

desses antioxidantes no cultivo de tecido ovariano. Diante disso, decidimos conduzir esta 

pesquisa com o objetivo de investigar os efeitos do anetol e do resveratrol em meios de cultivo 

de tecido ovariano. 

Estudos anteriores evidenciaram a ação antioxidante do anetol quando adicionado ao meio de 

cultivo de folículos isolados e embriões (Sá et al., 2017; Sá et al., 2018; Anjos et al., 2019). As 
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pesquisas analisadas revelaram que o anetol proporciona benefícios no cultivo de embriões, 

reduzindo o estresse oxidativo quando adicionado ao meio e melhorando a qualidade dos 

blastocistos (Dos Santos Morais et al., 2019). O estudo de Anjos et al. (2019), que utilizou a 

sonda DCF para detecção do estresse oxidativo em microscopia confocal, observou uma 

diminuição do estresse oxidativo em meios suplementados com anetol. Já o estudo de Sá et al. 

(2018), que empregou diferentes concentrações de anetol, obteve melhores resultados, 

incluindo melhora na morfologia dos folículos ovarianos e redução do estresse oxidativo com 

concentrações de 2000µg/ml de anetol. 

Dessa forma, em nosso estudo, foram determinadas as concentrações de 1000 µg/ml, 1500 

µg/ml e 2000 µg/ml de anetol, com base nas pesquisas anteriores mencionadas. Essas 

concentrações foram escolhidas visando obter resultados consistentes e avaliar os efeitos do 

anetol no tecido ovariano em nosso contexto específico. 

De acordo com o estudo de Bezerra et al. (2018), o resveratrol apresentou melhores resultados 

no cultivo de folículos isolados quando utilizado na concentração de 2µM, em comparação com 

as concentrações de 10µM e 30µM. Essa concentração mostrou-se mais eficaz na proteção do 

DNA contra danos. 

Além disso, o estudo realizado por Hao et al. (2018) evidenciou resultados promissores no 

cultivo de tecidos ovarianos com a adição de resveratrol. A concentração de 0,1µM de 

resveratrol foi capaz de melhorar o suporte ao desenvolvimento dos folículos presentes nos 

tecidos ovarianos cultivados. 

Com base nessas descobertas, em nosso estudo foram determinadas as concentrações de 1μM, 

2µM e 5µM de resveratrol. Essas concentrações foram selecionadas com o objetivo de avaliar 

os efeitos do resveratrol no tecido ovariano, levando em consideração os resultados positivos 

observados em estudos anteriores. 

Neste estudo, ao utilizar a sonda fluorescente DCF em microscopia confocal, foi observada 

maior produção de EROs em todos os grupos cultivados in situ. Sendo que, ao adicionar os 

diferentes antioxidantes ao meio de cultivo, não foi observado melhora na redução de ERO’s. 

Na verdade, o grupo AN2000 demostrou aumento de EROs quando comparado aos demais 

grupos no D1 de cultivo. 
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Por outro lado, quando utilizada a sonda fluorescente IP em microscopia confocal, foi 

observada uma marcação mais intensa no D1 do grupo AN2000, indicando uma certa toxicidade 

associada ao uso de anetol nessa concentração. 

Os achados de Li et al (2009) indicam que oócitos com sinais precoces de atresia apresentam 

bom potencial de desenvolvimento. A apoptose precoce pode estar positivamente 

correlacionada com a competência in vitro dos oócitos, o que pode estar relacionado com a 

maturação citoplasmática. A trajetória de maturação dos oócitos é acompanhada por 

transformações na ultraestrutura citoplasmática, abrangendo alterações na localização dos 

complexos de Golgi, retículo endoplasmático e grânulos corticais (Li et al, 2009). Sabe-se que 

o oócito é o último compartimento a ser afetado pela apoptose durante a atresia dos folículos 

antrais. É importante ressaltar que esses folículos se encontram em um compartimento externo 

em relação ao oócito, indicando que os sinais de apoptose nesses, podem ainda estar em estágios 

iniciais, antes de provocarem qualquer impacto sobre o oócito ou, ainda mais crucial, sem 

promover danos ao seu DNA (Li et al, 2009). 

O AN2000 no dia 1 de cultivo apresentou efeito positivo para ativação dos folículos, tendo 

maior quantidade de folículos primários ativos em D1 quando comparados aos demais grupos, 

no entanto este mesmo grupo não conseguiu preservar os folículos, fato demonstrado pelo 

aumento de folículos primários degenerados na histologia, maior estresse oxidativo e 

consequentemente maior marcação para morte celular na análise por microscopia confocal. 

Tendo este comportamento em vista, sugerimos que a concentração 2000µg/ml de Anetol é 

toxica para os folículos cultivados in situ. Já a concentração 1500µg/ml de Anetol demonstrou-

se efetivo na preservação dos folículos, apresentou maior ativação dos folículos em D7, e menor 

quantidade de folículos degenerados. O AN1500 não tem efeito imediato na ativação desses, 

no entanto consegue manter o melhor funcionamento para que em D7 ative esses folículos ao 

mesmo tempo que os mantem viáveis. 

Neste estudo podemos observar a ativação em massa dos folículos já em D1. A ativação 

espontânea dos folículos primordiais ocorre quando utilizamos o sistema de cultura in situ em 

várias espécies, incluindo a espécie bovina. Portanto essa ativação dos folículos em massa já 

pode ser explicada pela literatura. A maioria dos folículos primordiais bovinos podem ativar 

em menos de 2 dias de cultivo in situ. Esses folículos podem atingir o estágio de folículo 

secundário entre 6 e 22 dias de cultivo (Araújo et al, 2014). 
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O FOXO3 revelou-se crucial para o desenvolvimento folicular, como evidenciado por um 

estudo em que ocorreu a supressão desse gene em camundongos, resultando na falência 

ovariana dos mesmos (Castrillon, 2003). Empregamos o anticorpo FOXO3 devido à sua 

capacidade de marcar a ativação folicular e com isso analisar o desenvolvimento folicular 

dentro de cada grupo de cultivo. Contudo, é importante destacar que também existem estudos 

que associam essa marcação a atresia folicular e apoptose de células da granulosa (Matsuda et 

al,2011).  

No presente estudo, observa-se marcação nuclear com a foxo3 em folículos morfologicamente 

ativos (transição, primário, secundário). A presença de marcação nuclear nesses folículos pode 

estar correlacionada a um processo de apoptose que está sendo desencadeado nesses. No 

entanto, são necessarios estudos mais detalhados para se fazer esta correlação.  

O cultivo de tecido ovariano leva à ativação massiva dos folículos no primeiro dia de cultivo. 

O próprio cultivo promove maior geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), porém, essas 

ERO não necessariamente exercem efeitos nocivos ao tecido, muitas vezes. O resveratrol não 

parece proteger o tecido ovariano do estresse oxidativo nas concentrações testadas. Por outro 

lado, o anetol na concentração de 1500µg/mL não tem efeito imediato na ativação folicular, 

porém consegue manter a melhor viabilidade e após sete dias de cultivo apresenta boa taxa de 

ativação mantendo os folículos viáveis. O Anetol na concentração de 2000µg/mL causou danos 

ao tecido, demonstrando-se tóxico ao mesmo. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos permitem tirar as seguintes conclusões: 

 A suplementação com 2000µg/mL de Anetol é um bom ativador para os folículos cultivados in 

situ. No entanto, essa concentração se revelou tóxica para o tecido, comprometendo a 

viabilidade contínua dos folículos. 

 O AN1500 não tem efeito imediato na ativação desses, no entanto consegue manter o melhor 

funcionamento para que em D7 ative esses folículos ao mesmo tempo que os mantem viáveis. 

 As concentrações 1µM e 2µM de Resveratrol não apresentou efeito positivo para ativação dos 

folículos. Sendo que os mesmos, quando ativados apresentavam maior índice de degeneração.  

 O cultivo in situ leva a ativação em massa dos folículos no primeiro dia de cultivo. 

 O cultivo in situ potencializa a geração de espécies reativas de oxigênio. No entanto, essas 

EROs não necessariamente exercem efeitos prejudiciais ao tecido, muitas vezes, elas 

representam simplesmente um comportamento fisiológico do tecido. 
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8. Anexos 

 

Tabela 9. Medidas de posição central e de dispersão para os dados de Morfologia  

Grupo Dia Variável N Média Desv. 

Pad. 

Mediana Q1 Q3 Min Max 

AN1000 D1 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.2763 

0.0650 

0.1121 
0.0128 

0.2861 

0.1338 

0.0890 
0.0247 

0.1538 

0.0875 

0.0688 
0.0211 

0.1601 

0.1175 

0.0985 
0.0454 

0.2935 

0.0375 

0.1040 
0.0000 

0.2853 

0.1130 

0.0367 
0.0000 

0.1570 

0.0000 

0.0640 
0.0000 

0.1465 

0.0305 

0.0000 
0.0000 

0.3970 

0.0925 

0.1652 
0.0250 

0.4048 

0.2525 

0.1870 
0.0314 

0.0380 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0725 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.4920 

0.2540 

0.2121 
0.0606 

0.5385 

0.3120 

0.2308 
0.1579 

 D7 PROP_Primordial 
PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 
PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

11 
11 

11 

11 

11 
11 

11 

11 

0.0172 
0.0283 

0.0573 

0.0144 

0.4162 
0.3935 

0.0619 

0.0114 

0.0259 
0.0714 

0.0941 

0.0320 

0.1619 
0.1573 

0.0686 

0.0377 

0.0000 
0.0000 

0.0256 

0.0000 

0.3590 
0.3750 

0.0370 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.2973 
0.2860 

0.0000 

0.0000 

0.0400 
0.0000 

0.1081 

0.0000 

0.5556 
0.5560 

0.1111 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.2222 
0.0770 

0.0000 

0.0000 

0.0710 
0.2310 

0.3077 

0.0811 

0.7407 
0.6000 

0.2222 

0.1250 

AN1500 D1 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.1963 

0.0396 

0.0977 
0.0249 

0.3771 

0.2108 

0.0139 
0.0396 

0.1077 

0.0458 

0.0798 
0.0413 

0.1564 

0.1637 

0.0270 
0.0642 

0.1805 

0.0330 

0.1201 
0.0000 

0.3119 

0.2045 

0.0000 
0.0098 

0.1365 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.2723 

0.0670 

0.0000 
0.0000 

0.2625 

0.0585 

0.1523 
0.0490 

0.5015 

0.3330 

0.0157 
0.0440 

0.0450 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1563 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.4050 

0.1360 

0.2273 
0.1176 

0.6207 

0.4690 

0.0769 
0.2000 

 D7 PROP_Primordial 
PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 
PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.0021 
0.0000 

0.0225 

0.0000 

0.6072 
0.3184 

0.0251 

0.0247 

0.0072 
0.0000 

0.0401 

0.0000 

0.1692 
0.1405 

0.0493 

0.0503 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.5670 
0.3355 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.4958 
0.2420 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0316 

0.0000 

0.6667 
0.4420 

0.0321 

0.0257 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.4348 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0250 
0.0000 

0.1163 

0.0000 

1.0000 
0.4750 

0.1739 

0.1739 

AN2000 D1 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.0768 

0.0577 

0.0951 
0.0073 

0.2915 

0.3419 

0.0525 
0.0769 

0.0874 

0.1133 

0.0947 
0.0251 

0.1655 

0.2048 

0.1458 
0.1488 

0.0505 

0.0000 

0.0890 
0.0000 

0.2719 

0.2755 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1990 

0.2155 

0.0000 
0.0000 

0.1315 

0.0405 

0.1627 
0.0000 

0.3798 

0.5225 

0.0000 
0.0841 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.2380 

0.3570 

0.2500 
0.0870 

0.6429 

0.6450 

0.5000 
0.5000 

 D7 PROP_Primordial 
PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 
PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

11 
11 

11 

11 

11 
11 

11 

11 

0.0000 
0.0032 

0.0629 

0.0090 

0.3722 
0.3444 

0.1605 

0.0479 

0.0000 
0.0075 

0.0818 

0.0217 

0.1659 
0.2358 

0.3208 

0.1098 

0.0000 
0.0000 

0.0185 

0.0000 

0.3889 
0.4500 

0.0000 

0.0185 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.2500 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1250 

0.0000 

0.5000 
0.5370 

0.2500 

0.0385 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0230 

0.2500 

0.0682 

0.5556 
0.5740 

1.0000 

0.3750 
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CT D1 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

11 

11 

11 
11 

11 

11 

11 
11 

0.1987 

0.0099 

0.0920 
0.0015 

0.3715 

0.2540 

0.0379 
0.0347 

0.2060 

0.0274 

0.1108 
0.0049 

0.1897 

0.1921 

0.0386 
0.0407 

0.0950 

0.0000 

0.0476 
0.0000 

0.3810 

0.3330 

0.0417 
0.0200 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1875 

0.0600 

0.0000 
0.0000 

0.4400 

0.0000 

0.1774 
0.0000 

0.4545 

0.4550 

0.0536 
0.0909 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1600 

0.0160 

0.0000 
0.0000 

0.5420 

0.0910 

0.3000 
0.0161 

0.8000 

0.4710 

0.1053 
0.0952 

D7 PROP_Primordial 
PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 
PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.0059 
0.0139 

0.0204 

0.0025 

0.4189 
0.3461 

0.0872 

0.1050 

0.0205 
0.0482 

0.0424 

0.0087 

0.0930 
0.1331 

0.1139 

0.1164 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.4175 
0.4030 

0.0602 

0.0758 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.3693 
0.2465 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0147 

0.0000 

0.5000 
0.4370 

0.1315 

0.1890 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.2000 
0.0710 

0.0000 

0.0000 

0.0710 
0.1670 

0.1250 

0.0303 

0.5294 
0.5000 

0.4000 

0.3571 

FRESCO D0 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

10 

10 

10 
10 

10 

10 

10 
10 

0.3579 

0.1506 

0.0952 
0.0237 

0.0756 

0.0665 

0.1314 
0.0990 

0.2758 

0.1379 

0.0974 
0.0392 

0.1004 

0.0676 

0.1719 
0.1322 

0.4210 

0.1550 

0.0805 
0.0057 

0.0498 

0.0610 

0.0179 
0.0695 

0.0830 

0.0000 

0.0080 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.6210 

0.2050 

0.1111 
0.0185 

0.0714 

0.1200 

0.3333 
0.1429 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.6670 

0.4240 

0.2857 
0.1111 

0.3333 

0.1600 

0.4167 
0.4286 

RESV1 D1 PROP_Primordial 
PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 
PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.2477 
0.1243 

0.1296 

0.0441 

0.2438 
0.1078 

0.0536 

0.0495 

0.1612 
0.1336 

0.0900 

0.0544 

0.2079 
0.0861 

0.0800 

0.0712 

0.2175 
0.0980 

0.1325 

0.0160 

0.1670 
0.0995 

0.0044 

0.0132 

0.1360 
0.0000 

0.0630 

0.0000 

0.0526 
0.0650 

0.0000 

0.0000 

0.3595 
0.1635 

0.1791 

0.0884 

0.4584 
0.1360 

0.0972 

0.0984 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0426 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.5640 
0.4300 

0.2727 

0.1538 

0.5556 
0.3330 

0.2308 

0.1818 

D7 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.0143 

0.0180 

0.0057 
0.0194 

0.3309 

0.5278 

0.0423 
0.0414 

0.0481 

0.0336 

0.0142 
0.0358 

0.1434 

0.1677 

0.0750 
0.0420 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.3182 

0.5175 

0.0000 
0.0364 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.2000 

0.4250 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0220 

0.0000 
0.0260 

0.4000 

0.6835 

0.0593 
0.0798 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1544 

0.1820 

0.0000 
0.0000 

0.1670 

0.0980 

0.0455 
0.1250 

0.6364 

0.7030 

0.2000 
0.1000 

RESV2 D1 PROP_Primordial 
PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 
PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.3581 
0.2073 

0.0875 

0.0441 

0.0747 
0.1060 

0.0584 

0.0638 

0.1930 
0.1345 

0.0924 

0.0669 

0.0813 
0.0964 

0.1062 

0.0957 

0.3810 
0.2310 

0.0814 

0.0210 

0.0432 
0.0940 

0.0000 

0.0000 

0.2200 
0.1340 

0.0119 

0.0000 

0.0000 
0.0195 

0.0000 

0.0000 

0.5135 
0.2615 

0.1202 

0.0566 

0.1484 
0.1785 

0.0828 

0.1363 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.6270 
0.4390 

0.3333 

0.2069 

0.2083 
0.2500 

0.2857 

0.2619 

D7 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.0106 

0.0043 

0.0537 
0.0457 

0.2941 

0.3765 

0.1124 
0.1029 

0.0279 

0.0100 

0.0647 
0.0712 

0.1784 

0.2824 

0.1427 
0.1425 

0.0000 

0.0000 

0.0179 
0.0000 

0.3434 

0.3640 

0.0693 
0.0563 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1012 

0.1445 

0.0000 
0.0111 

0.0000 

0.0000 

0.1238 
0.1051 

0.4143 

0.6025 

0.1484 
0.1208 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0940 

0.0290 

0.1556 
0.1714 

0.5333 

0.8210 

0.4444 
0.5000 



45 
 

 

RESV5 D1 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 

PROP_Transicional 
PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 

PROP_Secundario 
PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.1736 

0.0321 

0.0508 
0.0526 

0.2625 

0.2798 

0.0318 
0.1169 

0.1662 

0.0668 

0.0612 
0.0575 

0.1434 

0.2198 

0.0532 
0.1083 

0.1110 

0.0000 

0.0238 
0.0385 

0.2203 

0.2620 

0.0000 
0.1181 

0.0515 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1394 

0.1155 

0.0000 
0.0000 

0.3445 

0.0205 

0.1005 
0.0801 

0.3677 

0.4305 

0.0570 
0.1716 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1111 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.4710 

0.1900 

0.1538 
0.1667 

0.5833 

0.7500 

0.1429 
0.3333 

D7 PROP_Primordial 

PROP_Primordial_Anormal 
PROP_Transicional 

PROP_Trasicional_Anormal 

PROP_Primario 

PROP_Primario_Anormal 
PROP_Secundario 

PROP_Secundario_Anormal 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

0.0000 

0.0015 
0.0073 

0.0000 

0.3850 

0.4068 
0.1253 

0.0741 

0.0000 

0.0052 
0.0253 

0.0000 

0.1413 

0.1891 
0.1409 

0.1048 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.4189 

0.3540 
0.0939 

0.0244 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.2561 

0.3010 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.4693 

0.5575 
0.2436 

0.1241 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.1667 

0.1000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0180 
0.0877 

0.0000 

0.6000 

0.7190 
0.3571 

0.3333 

Legenda: a média e a mediana estão apresentados na forma de proporção de folículos por estágio, sendo 

estas calculadas pelo N de folículo em determinado estágio dividido pelo N total de folículos no grupo. 

p<0,05 
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Tabela 10. Medidas de posição central e de dispersão para os dados de Imunohistoquimica – FOXO3 

Grupo Dia Variável N Média 

Desv. 

Pad Mediana Q1 Q3 Min Max 

AN1000 D1 PROP_Primordial_Menos 
PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 
PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.2027 
0.1386 

0.0593 

0.0656 

0.1867 
0.2334 

0.0467 

0.0671 

0.1872 
0.0999 

0.0397 

0.0618 

0.1102 
0.0970 

0.0788 

0.0797 

0.1627 
0.1294 

0.0649 

0.0507 

0.2135 
0.2135 

0.0144 

0.0453 

0.0868 
0.0511 

0.0268 

0.0175 

0.1154 
0.1714 

0.0000 

0.0062 

0.2557 
0.2198 

0.0870 

0.0951 

0.2604 
0.3056 

0.0544 

0.1072 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0909 

0.0000 

0.0000 

0.6349 
0.2784 

0.1212 

0.2000 

0.3503 
0.4231 

0.2632 

0.2222 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 
PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 
PROP_SecundarioMais 

11 

11 

11 
11 

11 

11 

11 
11 

0.0061 

0.0394 

0.0057 
0.0659 

0.2521 

0.5575 

0.0050 
0.0682 

0.0139 

0.0709 

0.0128 
0.1000 

0.1939 

0.1876 

0.0111 
0.0904 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.2593 

0.5833 

0.0000 
0.0278 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1111 

0.4000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0714 

0.0000 
0.1250 

0.3333 

0.7500 

0.0000 
0.1111 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.2222 

0.0000 
0.0000 

0.0400 

0.2308 

0.0357 
0.3077 

0.6667 

0.7500 

0.0278 
0.2500 

AN1500 D1 PROP_Primordial_Menos 
PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 
PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.1236 
0.1106 

0.0615 

0.0653 

0.2818 
0.3048 

0.0435 

0.0090 

0.0764 
0.0921 

0.0590 

0.0795 

0.1261 
0.1013 

0.0561 

0.0213 

0.0938 
0.0850 

0.0505 

0.0455 

0.2743 
0.2795 

0.0259 

0.0000 

0.0625 
0.0400 

0.0156 

0.0000 

0.1877 
0.2330 

0.0000 

0.0000 

0.1826 
0.2040 

0.0958 

0.1073 

0.3385 
0.4152 

0.0679 

0.0000 

0.0556 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.1176 
0.1250 

0.0000 

0.0000 

0.2703 
0.2500 

0.1818 

0.2353 

0.5294 
0.4545 

0.1875 

0.0625 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 
PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 
PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.0000 

0.0021 

0.0068 
0.0157 

0.2701 

0.6555 

0.0186 
0.0313 

0.0000 

0.0072 

0.0125 
0.0310 

0.1142 

0.1222 

0.0500 
0.0498 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.2708 

0.6399 

0.0000 
0.0143 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1632 

0.5701 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0116 
0.0172 

0.3494 

0.7507 

0.0071 
0.0427 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1250 

0.4783 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0250 

0.0303 
0.0930 

0.5000 

0.8750 

0.1739 
0.1739 

AN2000 D1 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 
PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

0.1038 

0.0310 

0.0859 

0.0164 

0.2302 
0.4033 

0.0877 

0.0417 

0.1319 

0.0606 

0.0802 

0.0309 

0.1575 
0.2399 

0.1543 

0.1443 

0.0583 

0.0000 

0.0889 

0.0000 

0.2857 
0.3693 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0870 
0.2381 

0.0000 

0.0000 

0.1763 

0.0296 

0.1493 

0.0238 

0.3229 
0.5565 

0.1492 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.4286 

0.1818 

0.2143 

0.0870 

0.4865 
0.8889 

0.5000 

0.5000 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 
PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 
PROP_SecundarioMais 

11 

11 

11 
11 

11 

11 

11 
11 

0.0011 

0.0021 

0.0334 
0.0385 

0.1421 

0.5746 

0.1630 
0.0452 

0.0037 

0.0069 

0.0757 
0.0592 

0.0989 

0.3108 

0.3196 
0.0774 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.1250 

0.6923 

0.0000 
0.0154 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0750 

0.2500 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0494 
0.0732 

0.2222 

0.7857 

0.2500 
0.0455 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0123 

0.0227 

0.2500 
0.1692 

0.3182 

0.9250 

1.0000 
0.2500 

CT D1 PROP_Primordial_Menos 
PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 
PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

11 
11 

11 

11 

11 
11 

11 

11 

0.1156 
0.0929 

0.0490 

0.0444 

0.3283 
0.2971 

0.0349 

0.0376 

0.0950 
0.1234 

0.0593 

0.0729 

0.2128 
0.1751 

0.0361 

0.0427 

0.0952 
0.0000 

0.0357 

0.0000 

0.3333 
0.2292 

0.0200 

0.0200 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.1071 
0.1818 

0.0000 

0.0000 

0.1818 
0.1964 

0.0909 

0.1129 

0.4706 
0.4118 

0.0645 

0.0952 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0417 
0.0806 

0.0000 

0.0000 

0.2600 
0.3125 

0.1800 

0.2143 

0.7000 
0.6316 

0.0909 

0.1053 
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Grupo Dia Variável N Média 

Desv. 

Pad Mediana Q1 Q3 Min Max 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 
PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 

0.0198 

0.0000 

0.0050 

0.0180 
0.2795 

0.4855 

0.0819 

0.1103 

0.0506 

0.0000 

0.0116 

0.0426 
0.1426 

0.2208 

0.0668 

0.1165 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.2743 

0.5227 

0.0923 

0.0923 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.1623 

0.3682 

0.0147 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.3796 

0.6123 

0.1232 

0.1952 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0714 

0.1000 

0.0000 

0.0000 

0.1667 

0.0000 

0.0303 

0.1250 
0.5000 

0.9000 

0.2000 

0.3571 

FRESCO D0 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 
PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 
PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

10 

10 
10 

10 

10 

10 
10 

10 

0.4414 

0.0671 
0.0483 

0.0706 

0.0713 

0.0709 
0.0736 

0.1569 

0.3228 

0.0459 
0.0448 

0.1059 

0.0492 

0.1056 
0.1069 

0.1936 

0.4444 

0.0774 
0.0517 

0.0123 

0.0757 

0.0286 
0.0196 

0.0648 

0.0833 

0.0190 
0.0000 

0.0000 

0.0418 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.7586 

0.1040 
0.0800 

0.0833 

0.1111 

0.1200 
0.1111 

0.3333 

0.0400 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.8720 

0.1200 
0.1111 

0.2857 

0.1429 

0.3333 
0.3333 

0.5000 

D0 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 
PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

10 

10 

10 

10 
10 

10 

10 

10 

0.4414 

0.0671 

0.0483 

0.0706 
0.0713 

0.0709 

0.0736 

0.1569 

0.3228 

0.0459 

0.0448 

0.1059 
0.0492 

0.1056 

0.1069 

0.1936 

0.4444 

0.0774 

0.0517 

0.0123 
0.0757 

0.0286 

0.0196 

0.0648 

0.0833 

0.0190 

0.0000 

0.0000 
0.0418 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.7586 

0.1040 

0.0800 

0.0833 
0.1111 

0.1200 

0.1111 

0.3333 

0.0400 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.8720 

0.1200 

0.1111 

0.2857 
0.1429 

0.3333 

0.3333 

0.5000 

RESV1 D1 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 
PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 
PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

0.3446 

0.0278 
0.1335 

0.0394 

0.1589 

0.1926 
0.0761 

0.0271 

0.2405 

0.0523 
0.0877 

0.0572 

0.1234 

0.2284 
0.0689 

0.0462 

0.2902 

0.0000 
0.1515 

0.0000 

0.1627 

0.0651 
0.0620 

0.0000 

0.1422 

0.0000 
0.0711 

0.0000 

0.0855 

0.0207 
0.0132 

0.0000 

0.5980 

0.0382 
0.1706 

0.0949 

0.2164 

0.3889 
0.1538 

0.0439 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.7234 

0.1667 
0.2727 

0.1538 

0.4615 

0.6667 
0.1818 

0.1176 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 
PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 

0.0222 

0.0103 

0.0021 

0.0225 
0.3048 

0.5541 

0.0392 

0.0448 

0.0490 

0.0286 

0.0050 

0.0373 
0.1797 

0.1682 

0.0543 

0.0621 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.2956 

0.5374 

0.0258 

0.0139 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.1909 

0.4184 

0.0000 

0.0000 

0.0223 

0.0024 

0.0000 

0.0340 
0.4370 

0.6682 

0.0518 

0.0787 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.3000 

0.0000 

0.0000 

0.1679 

0.0992 

0.0153 

0.1250 
0.6000 

0.8750 

0.1818 

0.2000 

RESV2 D1 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 
PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 
PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

12 

0.4884 

0.0741 
0.0698 

0.0618 

0.1054 

0.0782 
0.0697 

0.0525 

0.3137 

0.1023 
0.0775 

0.0584 

0.1158 

0.0988 
0.0850 

0.0831 

0.4643 

0.0208 
0.0369 

0.0470 

0.0789 

0.0400 
0.0114 

0.0000 

0.2463 

0.0000 
0.0096 

0.0119 

0.0000 

0.0075 
0.0000 

0.0000 

0.7549 

0.1404 
0.1222 

0.1031 

0.2112 

0.1310 
0.1404 

0.1071 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.9500 

0.3333 
0.2414 

0.1667 

0.2917 

0.3333 
0.2083 

0.2500 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 
PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 

0.0148 

0.0000 

0.0438 

0.0555 
0.3677 

0.3112 

0.0865 

0.1204 

0.0279 

0.0000 

0.0634 

0.0872 
0.1238 

0.1250 

0.0970 

0.1279 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.3954 

0.3167 

0.0613 

0.0885 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.2833 

0.2286 

0.0111 

0.0179 

0.0254 

0.0000 

0.0940 

0.0979 
0.4495 

0.4018 

0.1394 

0.1825 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.1250 

0.1111 

0.0000 

0.0000 

0.0938 

0.0000 

0.1667 

0.2571 
0.5714 

0.5385 

0.3333 

0.3750 
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Grupo Dia Variável N Média 

Desv. 

Pad Mediana Q1 Q3 Min Max 

RESV5 D1 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 

PROP_Trasicional_Mais 
PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 

PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 

0.1295 

0.0762 

0.0669 

0.0365 
0.4362 

0.1060 

0.0892 

0.0595 

0.1563 

0.1001 

0.0897 

0.0584 
0.2357 

0.0943 

0.1041 

0.1132 

0.0801 

0.0238 

0.0396 

0.0000 
0.4444 

0.1270 

0.0623 

0.0000 

0.0147 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.3303 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.1801 

0.1709 

0.0917 

0.0769 
0.5625 

0.1716 

0.1557 

0.0861 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0476 

0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.5238 

0.2353 

0.2963 

0.1667 
0.8750 

0.2500 

0.3333 

0.3750 

D7 PROP_Primordial_Menos 

PROP_Primordial_Mais 

PROP_Trasicional_Menos 
PROP_Trasicional_Mais 

PROP_Primario_Menos 

PROP_Primario_Mais 

PROP_SecundarioMenos 
PROP_SecundarioMais 

12 

12 

12 
12 

12 

12 

12 
12 

0.0000 

0.0015 

0.0073 
0.0000 

0.3753 

0.4165 

0.1280 
0.0714 

0.0000 

0.0051 

0.0253 
0.0000 

0.2263 

0.2167 

0.1221 
0.1438 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.4511 

0.4421 

0.1151 
0.0032 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.2467 

0.2667 

0.0210 
0.0000 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.4886 

0.5581 

0.1833 
0.0939 

0.0000 

0.0000 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0714 

0.0000 
0.0000 

0.0000 

0.0175 

0.0877 
0.0000 

0.7692 

0.7500 

0.3571 
0.5000 

Legenda: a média e a mediana estão apresentados na forma de proporção de folículos por estágio, sendo estas 

calculadas pelo N de folículo em determinado estágio dividido pelo N total de folículos no grupo.  
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Tabela 11. Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (DCF) e apoptose (IP) 

Grupo Dia N  Variável Média 

Desv. 

Pad. Mediana Q1 Q3 Min Max 

AN1000 D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

36.69 
262.70 

36.99 
146.21 

21.43 
268.11 

9.69 
119.17 

68.20 
349.43 

0.59 
75.56 

137.61 
629.83 

D7 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

58.79 
216.19 

64.23 
123.06 

37.80 
204.45 

12.73 
88.91 

79.49 
305.58 

0.06 
41.15 

219.23 
544.26 

AN1500 D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

30.35 
176.67 

36.28 
106.09 

11.99 
163.78 

4.91 
92.55 

40.50 
215.56 

0.89 
37.94 

116.73 
422.80 

D7 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

62.59 
202.63 

61.60 
130.85 

56.96 
165.27 

6.39 
106.09 

118.45 
260.92 

1.23 
22.76 

268.39 
634.71 

AN2000 D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

52.90 
290.28 

52.24 
163.91 

38.45 
238.79 

11.09 
165.30 

77.01 
405.05 

1.93 
77.77 

216.10 
677.58 

D7 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

30.44 
196.00 

28.80 
161.21 

23.57 
156.20 

6.70 
70.29 

46.83 
269.58 

0.42 
3.37 

104.97 
662.78 

CT D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

46.81 
130.80 

55.82 
71.09 

14.80 
105.20 

5.75 
91.02 

78.23 
154.71 

0.07 
39.82 

185.13 
339.28 

D7 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

45.16 
197.25 

40.32 
106.38 

41.08 
222.14 

5.69 
127.22 

71.44 
272.31 

1.37 
8.91 

132.18 
364.88 

FRESCO D0 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

20.43 
117.91 

25.73 
115.18 

8.93 
74.11 

1.94 
44.61 

26.82 
138.11 

0.48 
13.60 

90.65 
512.62 

RESV1 D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

36.61 
249.09 

35.21 
119.68 

19.74 
245.89 

14.87 
138.83 

48.84 
341.27 

3.50 
24.65 

136.68 
539.84 

D7 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

63.62 
180.66 

54.26 
189.21 

44.57 
104.07 

14.18 
37.45 

107.13 
267.36 

4.16 
6.76 

170.23 
716.93 

RESV2 D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

41.98 
334.46 

52.82 
312.74 

13.30 
197.61 

8.43 
160.97 

68.36 
274.77 

3.97 
57.31 

213.93 
1351.80 

D7 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

21.60 
176.40 

15.75 
176.01 

17.99 
98.61 

10.16 
47.99 

33.27 
252.18 

0.49 
7.33 

56.78 
663.08 

RESV5 D1 30 Medidas_DCF 
Medidas_IP 

27.62 
227.34 

23.21 
171.18 

21.65 
176.01 

10.71 
83.01 

35.13 
329.16 

3.90 
29.78 

100.42 
695.36 

D7 30 Medidas_DCF 

Medidas_IP 

33.62 

97.60 

26.35 

69.97 

28.08 

80.00 

13.84 

48.74 

42.25 

152.58 

2.02 

19.69 

90.07 

323.84 

Legenda: Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (DCF) e apoptose (IP) entre os 

grupos e intra-grupos ao longo do cultivo: medidas de posição central e dispersão. 
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Tabela 13. Análise Morfológica. Comparação entre D1 e D7 de cada grupo. (*) p<0,05 

Comparações 
entre os dias Primordial 

Primordial 
Anormal Transicional 

Transicional 
Anormal Primario 

Primario 
Anormal Secundário 

Secundário 
Anormal 

CT 1 vs 7 0.0004 * 0.9016 0.0237 * 0.9486 0.4636 0.2059 0.3559 0.0784 
Resv1 1 vs 7 <.0001 * 0.0010 * <.0001 * 0.1279 0.1689 <.0001 * 0.8295 0.8349 
Resv2 1 vs 7  <.0001 * <.0001 * 0.2714 0.9193 0.0006 * 0.0002 * 0.3020 0.3157 
Resv5 1 vs 7 0.0011 * 0.3356 0.1581 0.0013 0.0539 0.0750 0.0746 0.2719 
An1000 1 vs 7 <.0001 * 0.2583 0.0823 0.9264 0.0454 0.0005 * 0.6106 0.7366 
An1500 1 vs 7 0.0003 * 0.2131 0.0152 * 0.1236 0.0004 * 0.1312 0.8303 0.7020 
An2000 1 vs 7 0.1527 0.0944 0.3055 0.9154 0.2128 0.9731 0.0443* 0.4658 
FRESCO 0 vs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

         

 

Tabela 14. Análise Morfológica. Comparação entre os grupos em D1. (*) p<0,05 

D1         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

AN1000 vs AN1500 0.1281 0.4234 0.6408 0.4544 0.1513 0.2792 0.1513 0.7022 
AN1000 vs AN2000 0.0002* 0.8172 0.5806 0.7287 0.9317 0.0038* 0.4845 0.1810 
AN1000 vs CT 0.1491 0.0908 0.5226 0.4902 0.1872 0.0994 0.3382 0.8017 
AN1000 vs RESV1 0.5855 0.0632 0.5684 0.0541 0.5029 0.7135 0.4970 0.5236 
AN1000 vs RESV2 0.1196 <.0001* 0.4244 0.0541 0.0010* 0.6952 0.5579 0.3159 
AN1000 vs RESV5 0.0514 0.3001 0.0472* 0.0145* 0.7085 0.0413* 0.2737 0.0187* 
AN1000 vs FRESCO 0.1386 0.0109* 0.5997 0.5209 0.0018 0.3667 0.4390 0.0699 
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D1 

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

AN1500 vs AN1000 0.1281 0.4234 0.6408 0.4544 0.1513 0.2792 0.1513 0.7022 
AN1500 vs AN2000 0.0237* 0.5687 0.9314 0.2741 0.1770 0.0664 0.4596 0.3382 
AN1500 vs CT 0.9631 0.3608 0.8546 0.1561 0.9318 0.5525 0.6535 0.9022 
AN1500 vs RESV1 0.3270 0.0083* 0.3003 0.2357 0.0361* 0.1480 0.4477 0.7982 
AN1500 vs RESV2 0.0023 <.0001* 0.7393 0.2357 <.0001* 0.1413 0.3940 0.5341 
AN1500 vs RESV5 0.6653 0.8131 0.1274 0.0872 0.0712 0.3326 0.7316 0.0481* 
AN1500 vs FRESCO 0.0037* 0.0010* 0.9362 0.9430 <.0001* 0.0541 0.0330* 0.1464 

         

         

D1         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

AN2000 vs AN1000 0.0002* 0.8172 0.5806 0.7287 0.9317 0.0038* 0.4845 0.1810 
AN2000 vs AN1500 0.0237 * 0.5687 0.9314 0.2741 0.1770 0.0664 0.4596 0.3382 
AN2000 vs CT 0.0240* 0.1422 0.9210 0.7255 0.2166 0.2271 0.7835 0.2896 
AN2000 vs RESV1 0.0013* 0.0371* 0.2621 0.0235* 0.4500 0.0012* 0.9842 0.4822 
AN2000 vs RESV2 <.0001* <.0001* 0.8051 0.0235* 0.0007* 0.0011* 0.9098 0.7362 
AN2000 vs RESV5 0.0662 0.4203 0.1501 0.0054* 0.6459 0.3820 0.6914 0.3041 
AN2000 vs FRESCO <.0001* 0.0058* 0.9983 0.3311 0.0013* 0.0003* 0.1507 0.5875 
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D1         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

RESV1 vs AN1000 0.5855 0.0632 0.5684 0.0541 0.5029 0.7135 0.4970 0.5236 
RESV1 vs AN1500 0.3270 0.0083* 0.3003 0.2357 0.0361* 0.1480 0.4477 0.7982 
RESV1 vs AN2000 0.0013* 0.0371* 0.2621 0.0235* 0.4500 0.0012* 0.9842 0.4822 
RESV1 vs CT 0.3615 0.0005 (>)* 0.2319 0.0105* 0.0493* 0.0454* 0.7686 0.7092 
RESV1 vs RESV2 0.0363* 0.0096* 0.1718 10.000 0.0081* 0.9803 0.9256 0.7141 
RESV1 vs RESV5 0.1586 0.0041* 0.0110* 0.5962 0.7669 0.0164* 0.6769 0.0846 
RESV1 vs FRESCO 0.0462* 0.4287 0.2858 0.2294 0.0120* 0.5799 0.1561 0.2261 

         

D1         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

RESV2 vs AN1000 0.1196 <.0001* 0.4244 0.0541 0.0010* 0.6952 0.5579 0.3159 
RESV2 vs AN1500 0.0023* <.0001* 0.7393 0.2357 <.0001* 0.1413 0.3940 0.5341 
RESV2 vs AN2000 <.0001* <.0001* 0.8051 0.0235* 0.000* 0.0011* 0.9098 0.7362 
RESV2 vs CT 0.0033* <.0001* 0.8869 0.0105* <.0001* 0.0429* 0.6999 0.4650 
RESV2 vs RESV1 0.0363* 0.0096* 0.1718 0.2294 0.0081* 0.9803 0.9256 0.7141 
RESV2 vs RESV5 0.0005* <.0001* 0.2323 10.000 0.0034* 0.0154* 0.6100 0.1730 
RESV2 vs FRESCO 0.9973 0.0900 0.8124 0.5962 0.9885 0.5961 0.1835 0.3881 

         

  



53 
 

 

D1         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

RESV5 vs AN1000 0.0514 0.3001 0.0472* 0.0145* 0.7085 0.0413* 0.2737 0.0187* 
RESV5 vs AN1500 0.6653 0.8131 0.1274 0.0872 0.0712 0.3326 0.7316 0.0481* 
RESV5 vs AN2000 0.0662 0.4203 0.1501 0.0054* 0.6459 0.3820 0.6914 0.3041 
RESV5 vs CT 0.6389 0.4944 0.1903 0.0022* 0.0928 0.7230 0.9096 0.0400* 
RESV5 vs RESV1 0.1586 0.0041* 0.0110* 0.5962 0.7669 0.0164* 0.6769 0.0846 
RESV5 vs RESV2 0.0005* <.0001* 0.2323 0.5962 0.0034* 0.0154* 0.6100 0.1730 
RESV5 vs FRESCO 0.0010* 0.0005* 0.1692 0.0887 0.0053* 0.0047* 0.0702 0.6609 

         

D1         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

CT vs AN1000 0.1491 0.0908 0.5226 0.4902 0.1872 0.0994 0.3382 0.8017 
CT vs AN1500 0.9631 0.3608 0.8546 0.1561 0.9318 0.5525 0.6535 0.9022 
CT vs AN2000 0.0240* 0.1422 0.9210 0.7255 0.2166 0.2271 0.7835 0.2896 
CT vs RESV1 0.3615 0.0005* 0.2319 0.0105* 0.0493* 0.0454* 0.7686 0.7092 
CT vs RESV2 0.0033* <.0001* 0.8869 0.0105* <.0001* 0.0429* 0.6999 0.4650 
CT vs RESV5 0.6389 0.4944 0.1903 0.0022* 0.0928 0.7230 0.9096 0.0400* 
CT vs FRESCO 0.0050* <.0001* 0.9229 0.1985 <.0001* 0.0145* 0.0953 0.1237 
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D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

AN1000 vs AN1500 0.7780 0.3838 0.2692 0.3839 0.0035* 0.3017 0.4912 0.7368 

AN1000 vs AN2000 0.7535 0.4492 0.8611 0.7500 0.5056 0.5076 0.0717 0.3691 

AN1000 vs CT 0.8334 0.6581 0.2416 0.4728 0.9659 0.5137 0.6349 0.0195* 

AN1000 vs RESV1 0.9576 0.0035 * 0.1020 0.7584 0.1882 0.0659 0.7145 0.4496 

AN1000 vs RESV2 0.9020 <.0001* 0.9094 0.0587 0.0602 0.8144 0.3442 0.0224* 

AN1000 vs RESV5 0.7484 0.9065 0.1128 0.3839 0.6293 0.8548 0.2354 0.1158 

AN1000 vs FRESCO <.0001* 0.0004* 0.2497 0.5885 <.0001* <.0001* 0.2139 0.0364* 

         

D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

AN1500 vs AN1000 0.7780 0.3838 0.2692 0.3839 0.0035* 0.3017 0.4912 0.7368 

AN1500 vs AN2000 0.9690 0.9218 0.1997 0.5851 0.0004* 0.7209 0.0120* 0.5605 

AN1500 vs CT 0.9417 0.6609 0.9459 0.8755 0.0033* 0.6970 0.2350 0.0402* 

AN1500 vs RESV1 0.8151 0.0001* 0.5845 0.2289 <.0001* 0.0036* 0.7412 0.6673 

AN1500 vs RESV2 0.8711 <.0001* 0.3106 0.0051* <.0001* 0.4140 0.0958 0.0458* 

AN1500 vs RESV5 0.9683 0.3125 0.6202 10.000 0.0006* 0.2143 0.0562 0.2051 

AN1500 vs FRESCO <.0001* <.0001* 0.0252* 0.1621 <.0001* 0.0009* 0.0534 0.0699 
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D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

AN2000 vs AN1000 0.7535 0.4492 0.8611 0.7500 0.5056 0.5076 0.0717 0.3691 

AN2000 vs AN1500 0.9690 0.9218 0.1997 0.5851 0.0004* 0.7209 0.0120* 0.5605 

AN2000 vs CT 0.9120 0.7407 0.1776 0.6944 0.4699 0.9811 0.1707 0.1518 

AN2000 vs RESV1 0.7890 0.0003* 0.0701 0.5269 0.5231 0.0124* 0.0279* 0.8715 

AN2000 vs RESV2 0.8434 <.0001* 0.7699 0.0271* 0.2277 0.6582 0.3678 0.1679 

AN2000 vs RESV5 10.000 0.3734 0.0781 0.5851 0.8434 0.3902 0.5098 0.5095 

AN2000 vs FRESCO <.0001* <.0001* 0.3265 0.3946 <.0001* 0.0003* 0.6028 0.2201 

         

D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

RESV1 vs AN1000 0.9576 0.7514 0.1020 0.7584 0.1882 0.0659 0.7145 0.4496 

RESV1 vs AN1500 0.8151 0.5705 0.5845 0.2289 <.0001* 0.0036* 0.7412 0.6673 

RESV1 vs AN2000 0.7890 0.6478 0.0701 0.5269 0.5231 0.0124* 0.0279* 0.8715 

RESV1 vs CT 0.8724 0.8976 0.6319 0.2949 0.1649 0.0113* 0.3905 0.1034 

RESV1 vs RESV2 0.9429 0.6647 0.1195 0.1046 0.5601 0.0344* 0.1806 0.1156 

RESV1 vs RESV5 0.7844 0.6030 0.9591 0.2289 0.3929 0.0899 0.1132 0.4012 

RESV1 vs FRESCO <.0001* <.0001* 0.0060* 0.8007 0.0002* <.0001* 0.1049 0.1592 
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D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

RESV2 vs AN1000 0.9020 0.4592 0.9094 0.0587 0.0602 0.8144 0.3442 0.0224* 

RESV2 vs AN1500 0.8711 0.8934 0.3106 0.0051* <.0001* 0.4140 0.0958 0.0458* 

RESV2 vs AN2000 0.8434 0.9737 0.7699 0.0271* 0.2277 0.6582 0.3678 0.1679 

RESV2 vs CT 0.9290 0.7606 0.2795 0.0081* 0.0495* 0.6686 0.6293 0.9556 

RESV2 vs RESV1 0.9429 0.6647 0.1195 0.1046 0.5601 0.0344* 0.1806 0.1156 

RESV2 vs RESV5 0.8399 0.9309 0.1321 0.0051* 0.1517 0.6694 0.8045 0.4601 

RESV2 vs FRESCO <.0001* <.0001* 0.1989 0.1944 0.0012* <.0001* 0.7280 0.9250 

         

D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

RESV5 vs AN1000 0.7484 0.4095 0.1128 0.3839 0.6293 0.8548 0.2354 0.1158 

RESV5 vs AN1500 0.9683 0.9623 0.6202 10.000 0.0006* 0.2143 0.0562 0.2051 

RESV5 vs AN2000 10.000 0.9586 0.0781 0.5851 0.8434 0.3902 0.5098 0.5095 

RESV5 vs CT 0.9101 0.6955 0.6688 0.8755 0.5911 0.3929 0.4655 0.4270 

RESV5 vs RESV1 0.7844 0.6030 0.9591 0.2289 0.3929 0.0899 0.1132 0.4012 

RESV5 vs RESV2 0.8399 0.9309 0.1321 0.0051* 0.1517 0.6694 0.8045 0.4601 

RESV5 vs FRESCO <.0001* <.0001* 0.0070* 0.1621 <.0001* <.0001* 0.9110 0.5416 
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Tabela 16. Análise Morfológica Folículos Total. Comparação entre D1 e D7 de cada grupo. (*) p<0,05  

Comparações entre 
os dias 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

CT 1 vs 7 0.0061 * 0.0545 0.1043 0.0870  

Resv1 1 vs 7 <.0001 * <.0001 * <.0001 * 0.7763  

Resv2 1 vs 7  <.0001 * 0.3671 <.0001 * 0.1729  

Resv5 1 vs 7 0.0025 * 0.0077 * 0.0033 * 0.4565  

An1000 1 vs 7 <.0001 * 0.1450 <.0001 * 0.5603  

An1500 1 vs 7 0.0006 * 0.0055 * <.0001 * 0.9569  

An2000 1 vs 7 0.0545 * 0.4037 0.3325 0.2574  

FRESCO 0 vs 0          

      

  

 
D7         

Comparações entre 
os grupos Primordial 

Primordial 
Degenerado Transicional 

Transicional 
Degenerado Primario 

Primario 
Degenerado Secundário 

Secundário 
Degenerado 

CT vs AN1000 0.8334 0.6581 0.2416 0.4728 0.9659 0.5137 0.6349 0.0195* 

CT vs AN1500 0.9417 0.6609 0.9459 0.8755 0.0033* 0.6970 0.2350 0.0402* 

CT vs AN2000 0.9120 0.7407 0.1776 0.6944 0.4699 0.9811 0.1707 0.1518 

CT vs RESV1 0.8724 0.8976 0.6319 0.2949 0.1649 0.0113* 0.3905 0.1034 

CT vs RESV2 0.9290 0.7606 0.2795 0.0081* 0.0495* 0.6686 0.6293 0.9556 

CT vs RESV5 0.9101 0.6955 0.6688 0.8755 0.5911 0.3929 0.4655 0.4270 

CT vs FRESCO <.0001* <.0001* 0.0213* 0.2114 <.0001* 0.0002* 0.4194 0.8829 
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D1 
     

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

AN1000 vs AN1500 0.1148 0.9491 0.0462* 0.3763  

AN1000 vs AN2000 0.0022* 0.5264 0.0115* 0.8181  

AN1000 vs CT 0.0524 0.3884 0.0174* 0.5541  

AN1000 vs RESV1 0.6457 0.1729 0.4125 0.8756  

AN1000 vs RESV2 0.0009* 0.8519 0.0047* 0.9010  

AN1000 vs RESV5 0.0429* 0.5462 0.1457 0.6076  

AN1000 vs FRESCO 0.0175* 0.8714 0.0018* 0.1035  

      

D1      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

AN1500 vs AN1000 0.1148 0.9491 0.0462* 0.3763  

AN1500 vs AN2000 0.1294 0.5689 0.5857 0.2655  

AN1500 vs CT 0.6870 0.4236 0.6611 0.7839  

AN1500 vs RESV1 0.0424* 0.1538 0.0052* 0.4663  

AN1500 vs RESV2 <.0001* 0.8022 <.0001* 0.3132  

AN1500 vs RESV5 0.6492 0.5895 0.5851 0.1630  

AN1500 vs FRESCO 0.0001* 0.9196 <.0001* 0.0140*  
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D1      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

AN2000 vs AN1000 0.0022* 0.5264 0.0115* 0.8181  

AN2000 vs AN1500 0.1294 0.5689 0.5857 0.2655  

AN2000 vs CT 0.2787 0.8075 0.9244 0.4145  

AN2000 vs RESV1 0.0005* 0.0468* 0.0009* 0.6991  

AN2000 vs RESV2 <.0001* 0.4124 <.0001* 0.9160  

AN2000 vs RESV5 0.2869 0.9760 0.2759 0.7767  

AN2000 vs FRESCO <.0001* 0.6583 <.0001* 0.1582  

      

D1      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

RESV1 vs AN1000 0.6457 0.1729 0.4125 0.8756  

RESV1 vs AN1500 0.0424* 0.1538 0.0052* 0.4663  

RESV1 vs AN2000 0.0005* 0.0468* 0.0009* 0.6991  

RESV1 vs CT 0.0173* 0.0290* 0.0016* 0.6609  

RESV1 vs RESV2 0.0041* 0.2389 0.0427* 0.7787  

RESV1 vs RESV5 0.0134* 0.0501 0.0237* 0.5030  

RESV1 vs FRESCO 0.0515 0.1442 0.0181* 0.0758  
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D1      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

RESV2 vs AN1000 0.0009* 0.8519 0.0047* 0.9010  

RESV2 vs AN1500 <.0001* 0.8022 <.0001* 0.3132  

RESV2 vs AN2000 <.0001* 0.4124 <.0001* 0.9160  

RESV2 vs CT <.0001* 0.2963 <.0001* 0.4758  

RESV2 vs RESV1 0.0041* 0.2389 0.0427* 0.7787  

RESV2 vs RESV5 <.0001* 0.4297 <.0001* 0.6972  

RESV2 vs FRESCO 0.4152 0.7340 0.6602 0.1308  

      

D1      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

RESV5 vs AN1000 0.0429* 0.5462 0.1457 0.6076  

RESV5 vs AN1500 0.6492 0.5895 0.5851 0.1630  

RESV5 vs AN2000 0.2869 0.9760 0.2759 0.7767  

RESV5 vs CT 0.9665 0.7848 0.3314 0.2747  

RESV5 vs RESV1 0.0134* 0.0501 0.0237* 0.5030  

RESV5 vs RESV2 <.0001* 0.4297 <.0001* 0.6972  

RESV5 vs FRESCO <.0001* 0.6791 <.0001* 0.2531  
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D1      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

CT vs AN1000 0.0524 0.3884 0.0174 0.5541  

CT vs AN1500 0.6870 0.4236 0.6611 0.7839  

CT vs AN2000 0.2787 0.8075 0.9244 0.4145  

CT vs RESV1 0.0173* 0.0290 0.0016 0.6609  

CT vs RESV2 <.0001* 0.2963 <.0001* 0.4758  

CT vs RESV5 0.9665 0.7848 0.3314 0.2747  

CT vs FRESCO <.0001* 0.5055 <.0001* 0.0314  
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Tabela 17. Análise Morfológica Folículos Total. Comparação entre os grupos em D7. (*) p<0,05 

d7 
     

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

AN1000 vs AN1500 0.5235 0.1790 0.1767 0.7366  

AN1000 vs AN2000 0.5428 0.9950 0.2879 0.0586  

AN1000 vs CT 0.7060 0.1829 0.6018 0.0886  

AN1000 vs RESV1 0.8461 0.2033 0.5661 0.8794  

AN1000 vs RESV2 0.6521 0.4467 0.1054 0.0425  

AN1000 vs RESV5 0.5176 0.0790 0.8349 0.0711  

AN1000 vs FRESCO <.0001* 0.2167 <.0001* 0.0321*  

      

d7      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

AN1500 vs AN1000 0.5235 0.1790 0.1767 0.7366  

AN1500 vs AN2000 0.9870 0.1769 0.0155* 0.0238*  

AN1500 vs CT 0.7895 0.9900 0.0564 0.0377*  

AN1500 vs RESV1 0.6497 0.9411 0.4251 0.6179  

AN1500 vs RESV2 0.8481 0.0322 0.0027* 0.0160*  

AN1500 vs RESV5 0.9925 0.6696 0.1113 0.0291  

AN1500 vs FRESCO <.0001* 0.0107* <.0001* 0.0122*  
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d7      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

AN2000 vs AN1000 0.5428 0.9950 0.2879 0.0586  

AN2000 vs AN1500 0.9870 0.1769 0.0155* 0.0238*  

AN2000 vs CT 0.8066 0.1808 0.5719 0.8165  

AN2000 vs RESV1 0.6687 0.2010 0.0980 0.0748  

AN2000 vs RESV2 0.8642 0.4505 0.5907 0.9211  

AN2000 vs RESV5 0.9797 0.0779 0.3799 0.8979  

AN2000 vs FRESCO <.0001* 0.2190 <.0001* 0.7617  

      

d7      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

RESV1 vs AN1000 0.8461 0.2033 0.5661 0.8794  

RESV1 vs AN1500 0.6497 0.9411 0.4251 0.6179  

RESV1 vs AN2000 0.6687 0.2010 0.0980 0.0748  

RESV1 vs CT 0.8514 0.9512 0.2633 0.1124  

RESV1 vs RESV2 0.7928 0.0385 0.0256 0.0547  

RESV1 vs RESV5 0.6430 0.6168 0.4240 0.0906  

RESV1 vs FRESCO <.0001* 0.0130* <.0001* 0.0412*  
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d7      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

RESV2 vs AN1000 0.6521 0.4467 0.1054 0.0425*  

RESV2 vs AN1500 0.8481 0.0322* 0.0027* 0.0160*  

RESV2 vs AN2000 0.8642 0.4505 0.5907 0.9211  

RESV2 vs CT 0.9399 0.0333* 0.2601 0.7350  

RESV2 vs RESV1 0.7928 0.0385* 0.0256* 0.0547  

RESV2 vs RESV5 0.8408 0.0106* 0.1487 0.8162  

RESV2 vs FRESCO <.0001* 0.6024 <.0001* 0.8314  

      

d7      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

RESV5 vs AN1000 0.5176 0.0790 0.8349 0.0711  

RESV5 vs AN1500 0.9925 0.6696 0.1113 0.0291  

RESV5 vs AN2000 0.9797 0.0779 0.3799 0.8979  

RESV5 vs CT 0.7823 0.6605 0.7486 0.9156  

RESV5 vs RESV1 0.6430 0.6168 0.4240 0.0906  

RESV5 vs RESV2 0.8408 0.0106* 0.1487 0.8162  

RESV5 vs FRESCO <.0001* 0.0032* <.0001* 0.6640  
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d7      

Comparações entre 
os grupos 

Primordial 
Total 

Transicional 
Total 

Primário 
Total 

Secundário 
Total  

CT vs AN1000 0.7060 0.1829 0.6018 0.0886  

CT vs AN1500 0.7895 0.9900 0.0564 0.0377*  

CT vs AN2000 0.8066 0.1808 0.5719 0.8165  

CT vs RESV1 0.8514 0.9512 0.2633 0.1124  

CT vs RESV2 0.9399 0.0333* 0.2601 0.7350  

CT vs RESV5 0.7823 0.6605 0.7486 0.9156  

CT vs FRESCO <.0001* 0.0111* <.0001* 0.5924  
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Tabela 18. Imunohistoquímica FOXO3. Comparação entre D1 e D7 de cada grupo. (*) p<0,05 

Comparações 
entre os dias 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

CT 1 vs 7 0.0010 * 0.1688 0.3437 0.0663 0.0106 * 0.4444 0.1119 0.3292 

Resv1 1 vs 7 0.5209 <.0001 * 0.5374 <.0001 * <.0001 * 0.0203 * 0.6916 0.4331 

Resv2 1 vs 7  0.0071 * <.0001 * 0.8192 0.2671 0.0013 * <.0001 * 0.1285 0.7215 

Resv5 1 vs 7 0.0066 * 0.0578 0.1820 0.0114 * <.0001 * 0.3300 0.7885 0.4100 

An1000 1 vs 7 0.0005 * 0.0051 * 0.9909 0.0257 * <.0001 * 0.3056 0.9797 0.3861 

An1500 1 vs 7 <.0001 * 0.0701 0.0702 0.0202 * <.0001 * 0.8514 0.6171 0.5963 

An2000 1 vs 7 0.3002 0.1406 0.4302 0.0289 * 0.0200 * 0.1684 0.9376 0.1187 

FRESCO 0 vs 0 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
 

Tabela 19. Imunohistoquímica FOXO3. Comparação entre os grupos em D1. (*) p<0,05 

D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

AN1000 vs AN1500 0.3060 0.2447 0.9915 0.9255 0.3182 0.1286 0.1932 0.9454 

AN1000 vs AN2000 0.0001* 0.1463 0.0728 0.2552 0.0182* 0.4855 0.5683 0.3828 

AN1000 vs CT 0.1024 0.2108 0.4484 0.6661 0.3832 0.0274* 0.5181 0.8071 

AN1000 vs RESV1 <.0001* 0.0379* 0.3365 0.0017* 0.5685 0.6561 0.3699 0.5320 

AN1000 vs RESV2 0.0189* <.0001* 0.8883 0.6533 0.0309* 0.1936 0.7431 0.6237 

AN1000 vs RESV5 0.0231* 0.2817 0.2870 0.7453 0.0759 <.0001* 0.8645 0.3659 

AN1000 vs FRESCO 0.0132* 0.0010* 0.8613 0.6517 0.0312 0.0790 0.0559 0.5857 
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D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

AN1500 vs AN1000 0.3060 0.2447 0.9915 0.9255 0.3182 0.1286 0.1932 0.9454 

AN1500 vs AN2000 0.0039* 0.7704 0.0745 0.2961 0.1686 0.4088 0.4635 0.3467 

AN1500 vs CT 0.5244 0.9089 0.4546 0.6011 0.9167 0.4658 0.5296 0.8594 

AN1500 vs RESV1 0.0027* 0.0013* 0.3419 0.0023* 0.1177 0.0501 0.6843 0.4881 

AN1500 vs RESV2 0.1812 <.0001* 0.8967 0.7220 0.0018 0.0052* 0.3294 0.5762 

AN1500 vs RESV5 0.2070 0.9306 0.2919 0.8170 0.0059 0.0141* 0.2578 0.3309 

AN1500 vs FRESCO 0.1288 <.0001* 0.8533 0.5889 0.0021 0.0015* 0.0018* 0.5417 
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D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

AN2000 vs AN1000 0.0001* 0.1463 0.0728 0.2552 0.0182* 0.4855 0.5683 0.3828 

AN2000 vs AN1500 0.0039* 0.7704 0.0745 0.2961 0.1686 0.4088 0.4635 0.3467 

AN2000 vs CT 0.0272* 0.8642 0.3159 0.1233 0.1469 0.1252 0.9295 0.2728 

AN2000 vs RESV1 0.9086 0.0005* 0.4012 0.0425* 0.0036* 0.2538 0.7438 0.8038 

AN2000 vs RESV2 0.1143 <.0001* 0.0978 0.4901 <.0001* 0.0466* 0.8080 0.7018 

AN2000 vs RESV5 0.0980 0.7048 0.4619 0.4155 <.0001* 0.0012* 0.6891 0.9748 

AN2000 vs FRESCO 0.2067 <.0001* 0.0596 0.1253 <.0001* 0.0160* 0.0145* 0.7735 

         

D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

RESV1 vs AN1000 <.0001* 0.0379* 0.3365 0.0017* 0.5685 0.6561 0.3699 0.5320 

RESV1 vs AN1500 0.0027* 0.0013* 0.3419 0.0023* 0.1177 0.0501 0.6843 0.4881 

RESV1 vs AN2000 0.9086 0.0005* 0.4012 0.0425* 0.0036* 0.2538 0.7438 0.8038 

RESV1 vs CT 0.0204* 0.0012* 0.8552 0.0005* 0.1537 0.0085* 0.8172 0.3927 

RESV1 vs RESV2 0.0905 0.0353* 0.4116 0.0069* 0.1104 0.3915 0.5689 0.8929 

RESV1 vs RESV5 0.0771 0.0018* 0.9172 0.0048* 0.2262 <.0001* 0.4676 0.7795 

RESV1 vs FRESCO 0.1703 0.1749 0.2755 0.0006* 0.1054 0.1815 0.0060* 0.9594 
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D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

RESV2 vs AN1000 0.0189* <.0001* 0.8883 0.6533 0.0309* 0.1936 0.7431 0.6237 

RESV2 vs AN1500 0.1812 <.0001* 0.8967 0.7220 0.0018* 0.0052* 0.3294 0.5762 

RESV2 vs AN2000 0.1143 <.0001* 0.0978 0.4901 <.0001* 0.0466* 0.8080 0.7018 

RESV2 vs CT 0.5004 <.0001* 0.5346 0.3842 0.0031* 0.0006* 0.7443 0.4694 

RESV2 vs RESV1 0.0905 0.0353* 0.4116 0.0069* 0.1104 0.3915 0.5689 0.8929 

RESV2 vs RESV5 0.9394 <.0001* 0.3551 0.9009 0.6970 <.0001* 0.8752 0.6785 

RESV2 vs FRESCO 0.8058 0.5094 0.7576 0.3794 0.9220 0.6019 0.0265* 0.9383 

         

D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

RESV5 vs AN1000 0.0231* 0.2817 0.2870 0.7453 0.0759 <.0001* 0.8645 0.3659 

RESV5 vs AN1500 0.2070 0.9306 0.2919 0.8170 0.0059* 0.0141* 0.257 0.3309 

RESV5 vs AN2000 0.0980 0.7048 0.4619 0.4155 <.0001* 0.0012* 0.6891 0.9748 

RESV5 vs CT 0.5487 0.8418 0.7763 0.4540 0.0096* 0.0921 0.6315 0.2596 

RESV5 vs RESV1 0.0771 0.0018* 0.9172 0.0048* 0.2262 <.0001* 0.4676 0.7795 

RESV5 vs RESV2 0.9394 <.0001* 0.3551 0.9009 0.6970 <.0001* 0.8752 0.6785 

RESV5 vs FRESCO 0.7503 <.0001* 0.2344 0.4469 0.6390 <.0001* 0.0383* 0.7506 
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D1         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

CT vs AN1000 0.1024 0.2108 0.4484 0.6661 0.3832 0.0274* 0.5181 0.8071 

CT vs AN1500 0.5244 0.9089 0.4546 0.6011 0.9167 0.4658 0.5296 0.8594 

CT vs AN2000 0.0272* 0.8642 0.3159 0.1233 0.1469 0.1252 0.9295 0.2728 

CT vs RESV1 0.0204* 0.0012* 0.8552 0.0005* 0.1537 0.0085* 0.8172 0.3927 

CT vs RESV2 0.5004 <.0001* 0.5346 0.3842 0.0031* 0.0006* 0.7443 0.4694 

CT vs RESV5 0.5487 0.8418 0.7763 0.4540 0.0096* 0.0921 0.6315 0.2596 

CT vs FRESCO 0.3767 <.0001* 0.3708 0.9759 0.0035* 0.0002* 0.0132* 0.4431 
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Tabela 20. Imunohistoquímica FOXO3. Comparação entre os grupos em D7. (*) p<0,05 

D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

AN1000 vs AN1500 0.1812 0.9301 0.0730 0.9619 0.1809 0.7780 0.4172 0.7776 

AN1000 vs AN2000 0.1904 0.9441 0.3356 0.2564 0.8190 0.0927 0.6209 0.0015* 

AN1000 vs CT 0.1582 0.8430 0.0871 0.9757 0.3244 0.6676 0.3563 0.1108 

AN1000 vs RESV1 0.2973 0.8166 0.1210 0.8787 0.9621 0.4087 0.6065 0.4768 

AN1000 vs RESV2 0.1582 0.8999 0.7097 0.1112 0.0009* 0.0712 0.2529 0.0912 

AN1000 vs RESV5 0.1741 0.9301 0.0191* 0.9463 0.0546 0.0546 0.9442 0.0112* 

AN1000 vs FRESCO 0.3425 <.0001* 0.8726 0.0898 <.0001* 0.0073* 0.0643 0.1740 

         

D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

AN1500 vs AN1000 0.1812 0.9301 0.0730 0.9619 0.1809 0.7780 0.4172 0.7776 

AN1500 vs AN2000 0.9995 0.9871 0.4147 0.2663 0.2688 0.0461* 0.7592 0.0030* 

AN1500 vs CT 0.9390 0.7701 0.9323 0.9362 0.0182* 0.8801 0.0773 0.1788 

AN1500 vs RESV1 0.7617 0.7438 0.8021 0.8376 0.1568 0.5775 0.7617 0.6607 

AN1500 vs RESV2 0.9390 0.8272 0.1453 0.1141 <.0001* 0.1189 0.0466* 0.1495 

AN1500 vs RESV5 0.9818 1000 0.5658 0.9841 0.0010* 0.0929 0.3677 0.0209* 

AN1500 vs FRESCO 0.0239* <.0001* 0.0562 0.0920 <.0001* 0.0027* 0.0078* 0.2654 
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D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

AN2000 vs AN1000 0.1904 0.9441 0.3356 0.2564 0.8190 0.0927 0.6209 0.0015* 

AN2000 vs AN1500 0.9995 0.9871 0.4147 0.2663 0.2688 0.0461* 0.7592 0.0030* 

AN2000 vs CT 0.9408 0.7874 0.4637 0.2342 0.2232 0.0324* 0.1542 0.0929 

AN2000 vs RESV1 0.7663 0.7615 0.5680 0.1899 0.7786 0.0115* 0.9921 0.0107* 

AN2000 vs RESV2 0.9408 0.8435 0.5404 0.6621 0.0004* 0.0005* 0.1001 0.1128 

AN2000 vs RESV5 0.9827 0.9871 0.1693 0.2747 0.0315* 0.0003* 0.5652 0.4668 

AN2000 vs FRESCO 0.0267* <.0001* 0.2716 0.5526 <.0001* 0.2892 0.0201* 0.0768 

         

D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

RESV1 vs AN1000 0.2973 0.8166 0.1210 0.8787 0.9621 0.4087 0.6065 0.4768 

RESV1 vs AN1500 0.7617 0.7438 0.8021 0.8376 0.1568 0.5775 0.7617 0.6607 

RESV1 vs AN2000 0.7663 0.7615 0.5680 0.1899 0.7786 0.0115* 0.9921 0.0107* 

RESV1 vs CT 0.7042 0.9724 0.8684 0.9006 0.3374 0.6844 0.1425 0.3640 

RESV1 vs RESV2 0.7042 0.9136 0.2271 0.0747 0.0008* 0.3142 0.0908 0.3149 

RESV1 vs RESV5 0.7444 0.7438 0.4097 0.8221 0.0553 0.2593 0.5497 0.0602 

RESV1 vs FRESCO 0.0482* <.0001* 0.0942 0.0604 <.0001* 0.0005* 0.0173* 0.4860 
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D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

RESV2 vs AN1000 0.1582 0.8999 0.7097 0.1112 0.0009* 0.0712 0.2529 0.0912 

RESV2 vs AN1500 0.9390 0.8272 0.1453 0.1141 <.0001* 0.1189 0.0466* 0.1495 

RESV2 vs AN2000 0.9408 0.8435 0.5404 0.6621 0.0004* 0.0005* 0.1001 0.1128 

RESV2 vs CT 1000 0.9411 0.1700 0.0971 0.0155* 0.1585 0.8205 0.9222 

RESV2 vs RESV1 0.7042 0.9136 0.2271 0.0747 0.0008* 0.3142 0.0908 0.3149 

RESV2 vs RESV5 0.9572 0.8272 0.0430* 0.1187 0.1416 0.9026 0.2723 0.3779 

RESV2 vs FRESCO 0.0198* <.0001* 0.5986 0.8571 0.0016* <.0001* 0.4354* 0.7929 
         

D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

RESV5 vs AN1000 0.1741 0.9301 0.0191* 0.9463 0.0546 0.0546 0.9442 0.0112* 

RESV5 vs AN1500 0.9818 1000 0.5658 0.9841 0.0010* 0.0929 0.3677 0.0209* 

RESV5 vs AN2000 0.9827 0.9871 0.1693 0.2747 0.0315* 0.0003* 0.5652 0.4668 

RESV5 vs CT 0.9572 0.7701 0.5099 0.9203 0.3344 0.1257 0.3833 0.3275 

RESV5 vs RESV1 0.7444 0.7438 0.4097 0.8221 0.0553 0.2593 0.5497 0.0602 

RESV5 vs RESV2 0.9572 0.8272 0.0430* 0.1187 0.1416 0.9026 0.2723 0.3779 

RESV5 vs FRESCO 0.0226* <.0001* 0.0145* 0.0957 <.0001* <.0001* 0.0687 0.2703 
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D7         

Comparações entre 
os grupos 

Prop. 
Primordial + 

Prop. 
Primordial - 

Prop. 
Transicional + 

Prop. 
Transicional - 

Prop. 
Primario + 

Prop. 
Primario - 

Prop. 
Secundário + 

Prop. 
Secundário - 

CT vs AN1000 0.1582 0.8430 0.0871 0.9757 0.3244 0.6676 0.3563 0.1108 

CT vs AN1500 0.9390 0.7701 0.9323 0.9362 0.0182* 0.8801 0.0773 0.1788 

CT vs AN2000 0.9408 0.7874 0.4637 0.2342 0.2232 0.0324* 0.1542 0.0929 

CT vs RESV1 0.7042 0.9724 0.8684 0.9006 0.3374 0.6844 0.1425 0.3640 

CT vs RESV2 10000 0.9411 0.1700 0.0971 0.0155* 0.1585 0.8205 0.9222 

CT vs RESV5 0.9572 0.7701 0.5099 0.9203 0.3344 0.1257 0.3833 0.3275 

CT vs FRESCO 0.0198* <.0001* 0.0673 0.0784 <.0001* 0.0017* 0.3194 0.8655 



 

 


