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"De manha escureco
De dia tardo

De tarde anoiteco
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Do sul cativo
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Nasco amanha
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- Meu tempo é quando.”

Vinicius de Moraes
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RESUMO

LANNA, Mariana Ferreira. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Estudo morfométrico do desenvolvimento folicular ovariano de
camundongas Albino Suico. Orientadora: lzabel Regina dos Santos Costa
Maldonado. Coorientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e Tarcizio Anténio Rego
de Paula.

A andlise histomorfométrica é uma das principais ferramentas no estudo
do desenvolvimento folicular ovariano, principalmente em animais de
experimenta¢do. Contudo, os resultados revistos na literatura sao contraditorios,
principalmente no tocante a quantificagdo de foliculos ovarianos. O presente
trabalho foi realizado com um total de 29 camundongas virgens, entre pré-
puberes, jovens e adultas (30, 70 e 180 dias), com o objetivo de utilizar a
histomorfometria na determinacdo dos seguintes parametros: frequéncia
absoluta de foliculos ovarianos (atrésicos e ndo atrésicos), diametro de foliculos
e respectivos ovOcitos nos estagios representativos da foliculogénese e
proporcao volumétrica de foliculos, da regido cortical (epitélio de revestimento,
albuginea e conjuntivo intersticial) e medular do ovario. Foi feita a microtomia
seriada do ovario esquerdo de cada camundonga, obtendo-se cortes com quatro
micrémetros de espessura que foram corados com azul de toluidina e borato de
sodio a 1%. Para cada fémea, foram analisados dez cortes com intervalo de
oitenta micrébmetros. A determinacdo da freqiéncia absoluta de foliculos
ovarianos, embora ofereca resultados que nédo sdo completamente concordantes
com os obtidos em outros estudos, € um importante parametro para
acompanhamento da dinamica folicular. Os resultados de didmetro dos foliculos,
em diferentes estagios de desenvolvimento, mostraram pouca variacdo entre
camundongas da mesma idade, se constituindo em um tipo de critério adequado
tanto para a classificacdo dos foliculos quanto para a deteccéo de alteracdes no
desenvolvimento folicular ovariano. A andlise de caracteristicas morfol6gicas dos
foliculos revelou variagdes nem sempre consideradas em boa parte dos estudos
de morfometria ovariana de camundongas, destacando-se os foliculos antrais
incipientes e foliculos multiovocitarios. A propor¢do volumétrica de constituintes
ovarianos é um parametro valido, embora a quantificacdo de foliculos, se
realizada em uma amostra de cortes representativa do ovario como um todo,

reflita com maior clareza a dinamica do desenvolvimento folicular ovariano.



ABSTRACT

LANNA, Mariana Ferreira. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July of 2009.
Morphometric study of the ovarian follicular development in Swiss Albino
mice. Adviser: Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado. Co-Advisers: Sérgio
Luis Pinto da Matta and Tarcizio Anténio Rego de Paula.

The histomorphometric analysis is one of the main tools in the study of
ovarian follicular development, mainly in animal experimentation. However, the
results reviewed in the literature are contradictory, especially regarding to the
guantification of ovarian follicles. This work was conducted with 29 virgin mice,
among pre-pubertal, young and adult (30, 70 and 180 days), the aim was to use
the histomorphometry to determine the following parameters: the absolute
frequency of ovarian follicles (atretic and non-atretic), diameter of follicles and
oocytes in the representative stages of folliculogenesis and volumetric proportion
of follicles, cortical region (surface epithelium, tunica albuginea and connective
tissue) and medulla of the ovary. The serial microtomy of the left ovary of each
mouse was made, resulting in cuts with four micrometers of thickness which were
stained with toluidine blue and sodium borate, 1%. For each female, ten sections
were analyzed within an eighty micrometers interval. The determination of the
ovarian follicles’ absolute frequency, although providing results that are not fully
consistent with those obtained in other studies, is an important parameter for
monitoring follicular dynamics. The results of the diameter of follicles at different
stages of development, showed little variation between mice in the same age, itis
an appropriate criterion for classification of the follicles and detection of changes
during the ovarian follicular development. The analysis of morphological
characteristics of the follicles showed variations not always considered in most
studies of ovarian morphology in mice, especially the incipient antral and
multioocyte follicles. The volumetric proportion of the ovarian constituents is a
valid parameter, but the quantification of follicles, if performed on a representative
sample of the ovary, reflects more clearly the dynamics of the ovarian follicular

development.



1 - INTRODUCAO

O ovéario tem a capacidade de produzir ovécitos, além de garantir o
ambiente hormonal que sustenta a atividade reprodutiva. Ele é revestido por um
epitélio simples e dividido internamente em regido medular e cortical, sem um
limite distinto entre as duas. Histologicamente, a medula é composta de tecido
conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado, e o cértex € predominantemente
composto de foliculos ovarianos (KESSEL, 2001). Os foliculos representam as
unidades morfofuncionais do ovario dos mamiferos, e sob o aspecto funcional
podem ser subdivididos em duas populagfes: foliculos em repouso e em
crescimento (MIGUEL, 2002; FORABOSCO et al.,, 2007). A populagdo em
repouso, também denominada reserva folicular ovariana, consiste em foliculos
primordiais que, apos a sua formacao, serdo recrutados para o desenvolvimento
de maneira gradual e continua (MCGEE & HSUEH, 2000). O foliculo primordial é
constituido por uma camada de células foliculares achatadas, circundando um
ovOcito primario que entrou na primeira divisdo da meiose, mas se encontra
estacionado em dipléteno (FLAWS et al.,, 2001; UZUMCU et al., 2006). A
populacdo em repouso € estabelecida ao final da organogénese ovariana,
quando sdo formados os foliculos primordiais, que podem ser identificados no
ovério de algumas espécies, antes do nascimento (ex.: vaca, ovelha, mulher) ou
imediatamente apés o0 nhascimento (ex.. camundonga, rata, hamster)
(FORABOSCO et al.,, 2007). Por outro lado, a populacdo em crescimento
engloba foliculos em diferentes estagios do desenvolvimento: primario
unilaminar, primario multilaminar; antral incipiente (antral inicial) antral, também
classificado como secundario, e maduro (terciario ou de Graaf). No entanto, a
maioria dos foliculos primordiais que sao recrutados para o desenvolvimento nao
atinge o estagio de foliculo maduro, sofrendo atresia (MCGEE & HSUEH, 2000).

O desenvolvimento folicular ovariano ou foliculogénese consiste no
processo de formacéo, crescimento e maturagdo folicular, que comeca com o
aparecimento dos foliculos primordiais e culmina com a formagéo do foliculo
maduro (MARTINS et al., 2008). No desenvolvimento embrionéario humano, os
foliculos primordiais sédo observados no ovario a partir da décima terceira
semana apo6s a fecundacao. Durante a vida fetal, a partir de dezessete semanas,
sdo identificados foliculos primarios, antrais incipientes e antrais (FORABOSCO
et al., 2007).



Um dogma da biologia reprodutiva é que as fémeas dos mamiferos, apds
0 nascimento, ndo apresentam mais a capacidade de renovacdo e aumento de
suas células germinativas, jA que o numero de foliculos e ovdcitos é finito e
diminuird com o passar do tempo, principalmente em fungcdo da deplecdo por
apoptose, processo que acomete tanto ovécitos quanto células foliculares
(JOHNSON et al., 2004). Apesar de alguns estudos registrarem que, apds o
nascimento, possa ocorrer a formacdo de novos ovdcitos a partir de células-
tronco provenientes da medula Ossea, por exemplo (BUKOVSKY, 2005;
JOHNSON et al.,, 2005), ainda se considera que a neo-ovogénese e neo-
foliculogénese no ovario do mamifero adulto sdo eventos naturalmente raros
para a maioria das espécies (FORABOSCO et al., 2007).

A foliculogénese apresenta mecanismos ainda nao totalmente
elucidados, destacando-se o controle molecular do recrutamento inicial e da
dominancia folicular. No sentido de elucidar esses aspectos, os estudos sobre
foliculogénese se intensificaram nas duas Ultimas décadas com implicacdes
clinicas importantes, principalmente na &area de contraceptivos e reproducao
assistida (MCGEE & HSUEH, 2000; SENEDA & BORDIGNON, 2007).

Na experimentagédo animal, os camundongos sdo amplamente utilizados
em decorréncia de varias vantagens, dentre elas: porte pequeno, ninhada
variando de oito a dez filhotes, periodo curto de gestacdo (entre 19 a 21 dias),
facil manutencdo (CHORILLI et al., 2007) e semelhanca com o genoma do
homem e do camundongo (CHURCH et al., 2009).

Trabalhos que avaliam o efeito de produtos quimicos sobre a fertilidade
feminina utilizam, freqlentemente, métodos morfométricos, sendo as ratas e
camundongas os modelos mais utilizados (BOLON et al., 1997; SREELAKSHMI
& KALIWAL, 2007). As camundongas Albino Suico, por exemplo, tém sido muito
utilizadas em estudos que avaliam os efeitos de inseticidas sobre o
desenvolvimento folicular ovariano (HIREMATH & KALIWAL, 2002; BALIGAR &
KALIWAL, 2004).

Estudos histomorfométricos do ovario de roedores indicam que a
estimativa da quantidade de foliculos ovarianos em um dado estagio de
desenvolvimento e em uma determinada espécie pode ser amplamente variavel,
dependendo da metodologia utilizada (PEPLING & SPRADLING, 2001; TILLY,
2003). Nesse sentido, a realizacdo de um planejamento experimental cuidadoso,

principalmente quanto ao detalhamento do protocolo morfométrico é, sem



davida, uma préatica altamente recomendavel para a obtencao de resultados

confiaveis.



2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi utilizar a analise morfométrica no estudo do
desenvolvimento folicular ovariano de camundongas Albino Suico com trinta,

setenta e cento e oitenta dias de idade.

2.1 Objetivos especificos

a) Estimar a populacdo e o didmetro de foliculos ovarianos (primordiais,
primarios unilaminares, primarios multilaminares, antrais incipientes, antrais) e
dos respectivos ovécitos.

b) Determinar a freqiiéncia absoluta de foliculos atrésicos.

c¢) Utilizar e recomendar critérios e procedimentos histomorfométricos que visem
a melhor adequacdo da morfometria no diagnéstico de alteragbes no
desenvolvimento folicular ovariano de camundongos em futuros estudos

experimentais.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem das Células Germinativas e Ovocitogénese

Nos mamiferos, a ovocitogénese comeca na vida embrionaria com a
chegada das células germinativas primitivas (CGPs) no ovario em formacao. As
CGPs séo identificadas entre as células endodérmicas do saco vitelino junto a
origem do alantdide. Durante o fechamento do corpo do embrido, a parte dorsal
do saco vitelino € incorporada pelo embrido e, & medida que isto ocorre, as
CGPs migram ao longo do mesentério dorsal para as gbnadas em
desenvolvimento (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005), onde perdem suas
caracteristicas de motilidade e sofrem proliferacdo celular, transformando-se em
ovogobnias (SADEU et al., 2006). Inicialmente, as ovogobnias estdo agrupadas em
cistos e se encontram conectadas umas as outras por pontes citoplasmaticas
intercelulares. Os cistos vdo sendo gradualmente circundados por células
somaticas, denominadas células pré foliculares. No interior destes cistos, varias
ovogonias sofrem apoptose, enquanto outras entram em meiose, originando 0s
ovacitos | (HIRSHFIELD, 1991; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A primeira
interrupcao da divisdo meiotica ocorre nos ovocitos primordiais, ou ovocitos |, no
estdgio de dipléteno da meiose |. Estes foliculos, contendo o ovdcito |,
permanecem estacionados neste estagio até sofrerem apoptose ou iniciarem o
crescimento e atingirem a maturidade citoplasmatica e nuclear. Para a maioria
das espécies de mamiferos, no estagio de foliculo antral, 0o ovocito retoma a
meiose, ficando parado em metéfase Il. Caso ocorra ovocitacao e o ovécito seja
fecundado, a meiose é concluida (MOORE & PERSAUD, 2008).

3.2. Recrutamento Inicial e Ciclico

O processo de continuo crescimento que culmina com a formacédo de
foliculos pré-ovulatérios é denominado dinamica folicular. A garantia da perfeita
dindmica folicular é dada pelos processos de recrutamento, selecdo e
dominancia dos foliculos em um ciclo estral/menstrual (MIGUEL, 2002).

Denomina-se recrutamento o processo em que uma quantidade de
foliculos inicia o seu desenvolvimento. O recrutamento é subdividido em inicial e
ciclico. A transicao de foliculos primordiais do estado de quiescéncia (dorméncia)

para o desenvolvimento caracteriza o recrutamento inicial. Com excec¢do dos



bovinos, o recrutamento inicial ndo depende da estimulagdo de gonadotrofinas,
sendo observado logo apdés a formacdo dos foliculos primordiais. Ocorre de
maneira gradativa e continua, no decorrer da vida, até a completa deplecdo da
reserva de foliculos primordiais (Fig. 1). J& o recrutamento ciclico € observado
apos a puberdade, e ocorre a cada ciclo reprodutivo, sendo desencadeado pelo
aumento dos niveis séricos do horménio foliculo estimulante (FSH) (MCGEE &
HSUEH, 2000). No recrutamento ciclico, um grupo de foliculos antrais é ativado
para completar o seu desenvolvimento, alcancando o estagio de foliculo maduro
ou pré ovulatério, porém a maioria deles ndo conclui a maturacédo, sofrendo
atresia antes disso. Em mulheres jovens sabe-se que, a cada ciclo, cerca de dez
foliculos antrais se desenvolvem, porém apenas um se desenvolvera mais do
que os outros foliculos, produzindo niveis elevados de estrégeno e inibina. Este
foliculo se tornard o dominante, enquanto os demais se tornardo foliculos
subordinados. A inibina e os estrogenos inibem a liberacdo de FSH pela
adenohipofise e, consequentemente, os foliculos subordinados estardo privados
da estimulacdo adequada para se desenvolverem e o destino deles sera o
processo de apoptose. Embora se desconhega a raz&o exata pela qual um
foliculo se torna dominante, sabe-se que esse foliculo é mais sensivel ao FSH,
possivelmente por apresentar aumento na expressao de receptores, tanto para
FSH quanto para o hormonio luteinizante (LH). O foliculo dominante também
produz uma série de fatores de crescimento que estimulam a neovascularizagéo
préxima a esse foliculo, o que determina um mecanismo positivo de selecdo
(VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

O recrutamento ciclico e a selecdo do(s) foliculo(s) dominante(s) é um
processo continuo (Fig. 1). Em roedores, o recrutamento ciclico de foliculos
antrais incipientes, no inicio do estagio antral, e a selecdo de foliculos
dominantes séo similares ao observado nos primatas, com a diferenca de que
multiplos foliculos se tornam dominantes a cada ciclo estral nos roedores.

Na espécie humana, estima-se que o total de foliculos primordiais na
puberdade seja em torno de 200.000. A tendéncia é que durante o periodo
reprodutivo diminua gradativamente a populacgdo de foliculos primordiais, até que
dez anos antes da menopausa, com o0 aumento dos niveis séricos de FSH e
diminuicdo de inibina, o declinio na quantidade de foliculos primordiais seja
ainda mais expressivo. A exaustdo folicular ovariana leva a menopausa, que

ocorre em média aos 51 anos idade na espécie humana.
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Figura 1 - Destino dos foliculos ovarianos: a formagédo da reserva de foliculos
primordiais, recrutamento inicial, maturacdo, atresia; recrutamento ciclico,
ovulagéo e deplecdo dos foliculos primordiais determinando a exaustéo folicular
ovariana (Modificado: McGee e Hsueh, 2000).

O FSH e o LH séo importantes fatores troficos para a proliferagdo e
sobrevivéncia de células foliculares e para o recrutamento ciclico de foliculos
antrais. O FSH é o fator de sobrevivéncia predominante neste estagio de
desenvolvimento folicular (CHUN et al., 1996), resgatando um numero limitado
de foliculos antrais, enquanto o restante é submetido a atresia. Os ovocitos
destes foliculos ja completaram seu crescimento, adquiriram zona pellcida e sdo
competentes para retornar a meiose (TROUNSON et al., 1998). Além das
gonodatrofinas, um mecanismo elaborado de controle intrafolicular garante a
sobrevivéncia dos foliculos pré-ovulatérios. Tratamentos com hormonio de
crescimento e fatores locais, como o fator de crescimento epidermal e o fator de
crescimento de fibroblasto, suprimem a apoptose de células foliculares (CHUN et
al.,, 1996; HSUEH et al.,, 1996; TILLY et al., 2001). Assim, embora as
gonadotrofinas sejam os fatores de sobrevivéncia mais importantes de foliculos
pré-ovulatérios, esse conjunto de sinais extracelulares agindo através de
mecanismos enddcrinos, paracrinos, autdcrinos ou justacrinos garantem a
sobrevivéncia para ovulagdo (MCGEE & HSUEH, 2000).



Em humanos, a partir da segunda metade do desenvolvimento fetal,
alguns foliculos primordiais deixam a populacdo em repouso, iniciando seu
crescimento. A maioria destes foliculos em crescimento progride até o estagio de
foliculo antral, quando, inevitavelmente, sofrem atresia. Apés a puberdade, um
pequeno numero de foliculos antrais é resgatado pelas gonadotrofinas, podendo
continuar seu crescimento, até a formacdo do foliculo pré-ovulatério. Em
humanos, foliculos antrais desenvolvem-se em foliculos pré-ovulatérios em
apenas 14 dias, durante a fase folicular do ciclo menstrual, sendo que mais de
85 dias sdo necessarios para que os foliculos primarios multilaminares crescam
e formem os foliculos maduros (GOUGEON, 1996). Em adi¢&o, foi estimado que
mais de 120 dias sdo necessarios para que foliculos primarios unilaminares
crescam até o estdgio de antrais, sendo necessario ainda mais tempo para o
desenvolvimento de foliculos primordiais em primarios unilaminares
(GOUGEON, 1986; GOUGEON, 1996; MCGEE & HSUEH, 2000). Desta
maneira, na espécie humana, toda a fase de crescimento de um foliculo, de
primordial até pré-ovulatério, é superior a 200 dias, ou 8 ciclos menstruais.

O tempo de crescimento folicular foi avaliado meticulosamente em ratos
(HIRSHFIELD, 1991). Em roedores, os foliculos primordiais sdo formados em
torno do terceiro dia de idade e a primeira onda de recrutamento folicular
acontece ao longo das trés semanas subsequentes (HIRSHFIELD, 1989; RAJAH
et al., 1992). Foliculos antrais incipientes bem desenvolvidos sdo encontrados no
sétimo dia de idade e, por volta do décimo oitavo dia sdo observados foliculos
antrais (MCGEE & HSUEH, 2000). Por um periodo superior a 60 dias, ou cerca
de 15 ciclos estrais, os foliculos primordiais crescem até o estagio de foliculo
maduro (Fig.2) Desta maneira, assim como nos humanos, o inicio do
crescimento folicular em roedores € relativamente longo (HIRSHFIELD &
DeSANTI, 1995).



Figura 2 - Comparagdo entre a espécie humana e o rato quanto a duragéo do

recrutamento e da selec¢do folicular no ovario (Fonte: McGee e Hsueh, 2000).

3.3. Classificacao

A organizacao histoldégica basica ovariana é um consenso, mas a
classificacdo atribuida aos diversos foliculos é relativamente variavel. Diversos
autores adaptam a classificacdo realizada por PEDERSEN & PETERS (1968),
que divide os foliculos em dez categorias, de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas, agrupando-os em trés tipos: foliculos pequenos, ovdcito
circundado por uma Unica camada de células da granulosa; em crescimento,
ovQcitos rodeados de varias camadas da granulosa; e antral, ovécito envolvido
por muitas camadas de células da granulosa e presenca de antro (BUCCI et al.,
1997; BALIGAR & KALIWAL, 2004; MAYER et al., 2004; REYNAUD et al., 2009).
Embora este método de classificacdo seja amplamente utilizado, ele nao releva
algumas importantes altera¢cdes morfolégicas e funcionais que ocorrem durante
o crescimento folicular.

Outro aspecto ignorado na maioria das classificacbes e trabalhos
gquantitativos é o registro de foliculos multiovocitarios. Na maioria dos casos, 0s
foliculos de mamiferos contém somente um ovdcito por foliculo, mas podem
existir foliculos com mais de um ovdcito, esta € a situacdo do foliculo

multiovocitario, também referido como poliovular. Estes foliculos ja foram



descritos em cadelas, coelhas, gatas e jacarés fémeas (PAYAN-CARREIRA &
PIRES, 2008; STOKER et al., 2008) e, embora seu significado permaneca pouco
claro, os foliculos multiovocitarios foram descritos em camundongas e ratas
tratadas no periodo neonatal com dietilbestrol e em populagbes de jacarés em
regides contaminadas por disruptores endocrinos, dentre eles o bisfenol e
agrotoxicos, como o endosulfan (GUILLETTE et al., 1994; JEFFERSON et al.,
2002; STOKER et al., 2008).

3.4. O Ciclo Estral

Nas camundongas, de um modo geral, o ciclo estral dura quatro a cinco
dias, sendo subdividido nas seguintes fases: proestro, estro (fase de
receptividade sexual ou cio), metaestro e diestro.

O proestro é associado com niveis relativamente elevados de estrégeno
no sangue; o estro apresenta niveis intermediarios de estrégeno, o metaestro é
caracterizado pelo inicio de funcionamento do(s) corpo(s) luteo(s) e finalmente o
diestro é caracterizado por niveis reduzidos de estrégeno circulante e maxima
producdo de progesterona (BANKS, 1992). O camundongo é uma espécie
poliéstrica, ou seja, um ciclo estral termina em diestro e evolui para o proestro do
ciclo seguinte. Porém, quando camundongas sdo agrupadas numa mesma
gaiola, podem permanecer em anestro continuamente, periodo em que 0s
orgaos reprodutores se encontram relativamente quiescentes (BANKS, 1992).
Quando expostas a um macho, o estro retorna no prazo de até 72 horas
(HAFEZ, 1970).

Embora o ciclo estral seja definido principalmente pelo quadro de
alteracBes ciclicas que acontecem nos ovarios e no endométrio uterino, o
acompanhamento deste ciclo pode ser feito, na pratica, pela avaliacdo
microscopica de esfregagos colpocitologicos ou vaginais. As variacdes no
epitélio estratificado pavimentoso da mucosa vaginal, com relacdo ao nimero de
camadas e grau de queratinizagdo, constituem no principal pardmetro analisado
nestes esfregagcos (BANKS, 1992). O ciclo estral vaginal é considerado um dos
melhores marcadores da fung&o ovariana, constituindo num procedimento que
ndo é letal e que permite monitorar as alterac¢des ciclicas do aparelho reprodutor
feminino ao longo do tempo (NELSON et al., 1982), algo especialmente

importante em situagdes experimentais.



3.5. Atresia Folicular

O numero de foliculos ovarianos que chega ao estagio ovulatorio € muito
pequeno. Diversos estudos postulam que a atresia ocorre por um processo de
morte celular, a apoptose (TSAFIRI & BRAW, 1984; TILLY, 2001; MARKSTROM
et al.,, 2002; MAYER et al., 2004), que exerce um papel fundamental no
desenvolvimento normal das células germinativas (DE POL et al., 1997),
especialmente durante a ovocitogénese (HIRSHFIELD, 1991; VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005). Duas familias de proteinas regulam o processo apoptético: as
caspases e a Bcl-2 (B-cell lymphomal/leukemia-2). As caspases Sao
consideradas as principais executoras da rota apoptética e atuam ativando
DNAses, que sdo endonucleases responsaveis pela fragmentacdo do DNA
internucleossomal. A familia Bcl-2 compreende tanto proteinas anti-apoptoéticas,

como Bcl-2 e BcI—XL guanto pré-apoptoéticas, incluindo Bax, Bid, Bik, BOD e Bcl-
XS(MORITA et al., 1999; MARKSTROM et al., 2002).

Em mamiferos, durante a foliculogénese primordial, os ovocitos nao
circundados por células pré-granulosas sdo perdidos por apoptose, reduzindo
drasticamente o nimero de ovécitos no ovario (COUCOUVANIS et al., 1993; DE
POL et al., 1997). Em roedores, 0s ovQcitos apoptoticos sdo numerosos durante
0s primeiros dias apds 0 nascimento, mas raros em fases posteriores da vida
(BYSKOV et al, 1978; HIRSHFIELD, 1988). A grande maioria de foliculos
primordiais permanece quiescente, mas alguns destes foliculos deixam o0 a
populacédo de descanso e iniciam o crescimento (recrutamento inicial). Antes da
puberdade, quando estes foliculos chegam ao estagio de foliculos antrais eles,
inevitavelmente, sofrem atresia. Com a chegada da puberdade, alguns foliculos
sdo resgatados pelas gonadotrofinas circulantes e continuam a crescer
(recrutamento ciclico) (MCGEE & HSUEH, 2000).

Foliculos em degeneracdo estdo presentes em grande quantidade em
ovarios de mamiferos adultos. Acredita-se que os foliculos em crescimento
entram em atresia porque seu estagio de desenvolvimento ndo esta em sincronia
com os eventos hormonais do ciclo estral (HIRSHFIELD, 1988). Foliculos que
degeneram provavelmente ndo desenvolveram receptores adequados para 0s
horménios (RICHARDS et al.,, 1978), podendo ter sido privados do suporte
hormonal, ou ainda expostos a horménios deletérios (fatores pré-apoptoticos) em

fases sensiveis do seu desenvolvimento (HIRSHFIELD, 1988).



Os resultados obtidos por HIRSHFIELD (1988) sugerem que as vias que
levam a ovulacéo e atresia ndo divergem até a penultima etapa do crescimento
folicular. Durante o ciclo reprodutivo deve haver um periodo onde os foliculos se
tornam mais sensiveis a atresia. Observa-se que a maioria dos pequenos
foliculos em crescimento parece ser relativamente pouco suscetivel a atresia,
enquanto que os foliculos antrais sdo muito mais susceptiveis a ela. Estes
resultados estdo em concordancia com diversos outros autores que afirmam que
a atresia é freqlente neste estagio de desenvolvimento (RICHARDS &
MIDGLEY, 1976; RICHARDS et al., 1978). Provavelmente, a atresia em foliculos
antrais € um componente do processo que controla o nuimero de foliculos
selecionados para a ovulacédo (HIRSHFIELD, 1988).

Atresia pode ter inicio em quatro compartimentos celulares diferentes:
nas células da teca, da granulosa, do cumulus oophoros (as células foliculares
mais proximas do ovacito) e no ovocito (MIKKELSEN et al., 2001). Em pequenos
foliculos, a degeneracéo do ovdcito é o primeiro sinal da atresia (BYSKOV, 1978;
HIRSHFIELD, 1988). Nos foliculos antrais, a atresia € morfologicamente
caracterizada pela presenca de células com nudcleos picnéticos (com acentuada
reducdo do volume e corados fortemente pela hematoxilina) na granulosa e no
antro folicular (BLONDIN et al., 1996; IRVING-RODGERS et al., 2001). Um
namero reduzido de mitoses nas células da granulosa é também aceito como um
sinal inicial de atresia. A separacdo das células da granulosa da membrana
basal, a destruicdo da granulosa e do cumulus oophorus, bem como a morte do
ovécito sdo considerados eventos tardios na atresia folicular (IRVING-
RODGERS et al., 2001). Em roedores, apesar das células da granulosa e dos
ovécitos degenerarem durante a atresia, as células da teca interna dos foliculos
atrésicos podem persistir, formando arranjos cordonais dentro do estroma
ovariano, denominados de células ou glandulas intersticiais, ativas na secrecéo
de andrégenos (MAYER et al., 2004).

3.6. Morfometria ovariana

A avaliagcao histomorfométrica € um tipo de andlise quantitativa realizada
em cortes bidimensionais. Em termos préaticos, permite obter informacdes
guantitativas que s&o principalmente utilizadas para detectar diferencas entre as
amostras de animais controle e experimentais. A morfometria €, portanto, uma

ferramenta importante do morfologista na medida em que diminui a impreciséo e



a subjetividade da analise. Normalmente, os valores morfométricos sado feitos
numa determinada amostra de estruturas de diferentes individuos para se obter
um resultado que deve representar, estatisticamente, a média das medidas feitas
(MANDARIM-DE-LACERDA, 1995).

Contudo, os estudos de morfometria ovariana apresentam ampla
variacdo de resultados, em razéo de diversos fatores, como: idade dos animais
(cada estudo utiliza idade ou faixa etéria diferente), linhagem de camundongo
(CANNING, 2003), estado nutricional, condi¢cdes variadas de fotoperiodo
(SANTOS et al., 2003), protocolos morfométricos distintos e nimero de cortes
analisados (TILLY, 2003).



4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 29 camundongas virgens, com 30 dias de idade,
provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFV.
Durante o periodo experimental as fémeas foram mantidas em gaiolas
individuais, no Laboratério de Nutricdo Experimental, com fotoperiodo 12:12 e
temperatura entre 22 e 24°C, recebendo agua e racdo comercial ad libitum.

As camundongas foram aleatoriamente distribuidas nos seguintes
grupos:

e (Cjzp:camundongas eutanasiadas aos 30 dias de idade (n=9)
e C;o: camundongas eutanasiadas aos 70 dias de idade (n= 10)

e Cjg0. camundongas eutanasiadas aos 180 dias de idade (n= 10)

Para verificar se as fémeas do grupo Co e Cig9 estavam apresentando ciclos
estrais regulares realizou-se, antes da eutanasia, exame colpocitolégico diario
durante pelo menos um periodo de 10 dias. As fémeas do grupo Czo (fEmeas
pré-puberes), por ndo apresentarem abertura do orificio vaginal, ndo foram
submetidas a esse acompanhamento. Para o exame colpocitoldgico, realizou-se
a obtencdo do material sempre no mesmo horario (14 horas). Utilizou-se uma
haste com um algoddo, umedecido em solugcdo salina, que foi introduzida
cuidadosamente no canal vaginal da camundonga, procedendo-se um
movimento giratério da haste para viabilizar a obtencdo do material. Este
material foi transferido para lamina de vidro através de um movimento rotatério
da haste de algoddo sobre a lamina. Estas preparacdes foram imediatamente
fixadas com uma solucdo de alcool 95°/ éter etilico, em partes iguais. Em
seguida as laminas foram tratadas numa sequéncia alcodlica decrescente e
coradas com HE (Hematoxilina de Harris e Eosina). Apds a montagem das
laminas, realizou-se o diagndstico microscopico dos estagios do ciclo estral
(proestro, estro, metaestro e diestro) com base na caracterizacdo descrita por
NELSON et al. (1982).

4.1. Obtencao dos ovéarios e dos indices biométricos
Todas camundongas dos grupos C;o e Cigo foram eutanasiadas no

diestro, havendo, assim, uma padronizacdo nos eventos fisioldgicos.

Imediatamente ap6s a eutanasia, cada camundonga foi pesada em balanca de



precisdo com duas casas decimais e 0s ovarios foram cuidadosamente
removidos sob lupa e pesados separadamente em balanca analitica com quatro
casas decimais. A partir dos valores de peso corporal e peso ovariano, foi

calculado o indice gonadossomatico (IGS) através da seguinte formula:

IGS= POD+ POE x 100
PC

onde:
POD = peso ovario direito
POE = peso ovario esquerdo

PC = peso corporal
4.2. Processamento histoldgico

Os ovarios foram imersos em solucdo fixadora de paraformaldeido 4%
em tamp&o fosfato de sodio pH 7,4, 0,1 mol™. Apés 12 horas de fixacdo os
ovarios foram transferidos para uma solucdo de alcool 70%. Apenas o ovario
esquerdo de cada fémea foi submetido ao processo de desidratacdo em série
etandlica crescente e posterior inclusdo em resina a base de glicol-metacrilato
(Historesin®, Leica). Antes do processamento de desidratacdo, o ovario foi
seccionado ao meio e longitudinalmente (sagital intermédio), utilizando-se uma
[amina de barbear. Na inclusdo, os dois cortes de cada ovario foram orientadas
com as faces de seccionamento voltadas para a superficie do corte, com uma
fatia ao lado da outra. Para a microtomia utilizou-se o micrétomo rotativo
(Reichert-Jung 2045 Multicut, Germany), obtendo-se cortes seriados, com 4 um
de espessura, que foram ordenados sequenciadamente em Iaminas histologicas
previamente limpas e identificadas. Em cada lamina foram colocadas trés fileiras
de cortes, sendo cada fileira composta de um minimo de seis € no maximo de
oito cortes. A coloracdo das preparacdes foi feita com azul de toluidina/borato de
sédio 1% e para montagem permanente das preparacdes utilizou-se 0 meio
Entellan-Merck®.

No presente trabalho, os foliculos foram classificados como: primordial
(quiescente), ovécito envolvido por uma camada de células foliculares
pavimentosas (Figura 3 A); priméario unilaminar, ovdcito circundado por uma

Unica camada de células foliculares pavimentosas e cubicas (Figura 3 B) ou



totalmente culbicas (Figura 3 C); primario multilaminar, ovécito envolto por
diversas camadas foliculares, mas sem a presenca de antro e células da teca em
torno do foliculo (Figura 3 D); antral incipiente, ovocito envolvido por até cinco
camadas de células foliculares, liquido antral entre estas células e teca
organizada (Figura 3 E); antral, mais de quatro camadas de células da
granulosa, antro bem desenvolvido e teca (Figura 4 A); atrésico, presenca de
nacleos picnoticos e/ ou corpos apoptoéticos entre as células da granulosa,
separacdo das células da granulosa da membrana basal e alteracbes na forma
do ovécito (Figura 4 B); e foliculos multiovocitarios, foliculos possuindo mais de

um ovacito em seu interior (Figura 4 C e D).

4.3. Analise morfométrica

4.3.1. Frequéncia estimada da populacéo

Utilizando o microscopio Olympus BX-40 e objetivas de 10, 20 e 40X foi
analisada a frequéncia absoluta de foliculos primordiais, primarios unilaminares e
multilaminares, antrais incipientes (iniciais), antrais e atrésicos em dez cortes do
ovario esquerdo de cada fémea. O reconhecimento de cada tipo de foliculo foi
baseado nas descri¢cdes adotadas por FLAWS et al. (1997).

Foram contados todos os foliculos com ovaocito visivel no corte analisado.
O primeiro corte analisado foi estabelecido na primeira lamina obtida na
microtomia e 0s cortes subsequentes foram analisados, respeitando-se o
intervalo de 80 um. Estes cortes também foram utilizados em outras analises
(itens 4.3.2 e 4.3), e por isso foram circulados em cada lamina com caneta de
retroprojetor para facilitar sua posterior identificacéo. Para cada tipo ou categoria

de foliculo, realizou-se a somatdria dos valores encontrados nos dez cortes.

4.3.2. Diametro dos foliculos

Realizou-se o registro de imagens dos dez cortes de ovario analisados na
contagem de foliculos ovarianos, utilizando-se o fotomicroscépio Olympus BX-
60, objetiva de 20X e o sistema de captura QCapture versdo 1.91.0. Através do
programa de andlise Image Pro Plus®, versdo 4.5 para Windows 98,
determinou-se o diametro de 10% da média obtida no grupo para foliculos
primordiais e primarios unilaminares, e 30% da média de foliculos primarios

multilaminares, antrais iniciais e antrais. Estes percentuais foram definidos apos



Figura 3 - A: foliculo primordial, contendo um ovdcito circundado por células
foliculares pavimentosas (seta larga). B: foliculo primario unilaminar, com células
foliculares pavimentosas (seta larga) e cubicas (seta). C: foliculo unilaminar,
ovocito envolvido por uma camada de células foliculares cubicas (seta). D:
foliculo multilaminar, regides da granulosa (G) e da teca (T). E: foliculo antral
incipiente, observa-se o antro (A) entre as células da granulosa (G). Coloragao:
Azul de Toluidina-Borato de Sédio. Barra: A-C= 15um; D-E= 30 um.



Figura 4 - Detalhe da regido cortical do ovario de camundonga Albino Suico.
Observa-se em A: foliculo antral, com ovdcito envolvido pela zona pelucida (ZP),
a regidao da granulosa (G) e o antro folicular (A). B: foliculo atrésico com
alteracdo na forma do ovOcito e corpos apoptéticos na regido da granulosa
(circulos). C e D: foliculos multiovocitarios, ovocitos (O) circundados por células

da granulosa (G) Coloracédo: Azul de Toluidina-Borato de Sédio. Barra: 100 pum.



o estudo de freqiiéncia dos foliculos nos diferentes estagios de desenvolvimento
nos cortes de ovario dos trés grupos estudados. Em cada foliculo primordial e
primario unilaminar foram tracadas duas linhas que passavam pelo centro do
foliculo e terminavam na membrana basal que apdia o epitélio folicular ou a
granulosa. O didametro de cada foliculo, expresso em micrdmetros, foi obtido pela
média do comprimento das duas linhas tracadas. O mesmo procedimento foi
adotado para medir o diametro do ovécito. Nos foliculos multilaminares, antrais
incipientes e antrais, foram utilizadas quatro linhas passando pelo centro,
obtendo-se posteriormente uma média destas quatro linhas. As medidas destes
foliculos foram obtidas com e sem a teca e o didametro do ovdcito foi determinado

com e sem a zona pellcida.

4.3.3. Proporgéo volumétrica dos componentes ovarianos

Obteve-se o registro de imagens panordmicas dos dez cortes de
ovario/camundonga, utilizando-se o fotomicroscopio Olympus AXC-70, objetiva
de 4 X e o sistema de captura SPOT, versao 3.5.9. Para determinar a proporcao
da regido cortical (epitélio de revestimento, albuginea ovariana e tecido
conjuntivo intersticial), foliculos e regido medular, utilizou-se um reticulo com 792
interseccdes (pontos) acoplado a imagem do corte no programa Image Pro-

Plus®. Foram contados todos os pontos que incidiram sobre o corte do ovario.
4.4. Andlise Estatistica
Os valores obtidos foram representados através de suas médias +

desvio-padréo. Para a comparacao entre médias, utilizou-se o teste de Newman-

Keuls, a 5% de significancia, através do software STATISTICA.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As fémeas do grupo Co e Cig0 apresentaram ciclos estrais regulares, com
duracdo entre 4-5 dias, compativel ao encontrado na literatura (HIREMATH &
KALIWAL, 2002; SANTOS et al., 2003; MAYER et al., 2004; SREELAKSHMI &
KALIWAL, 2007). Como as modificacbes no esfregaco vaginal observadas
durante o ciclo estral fornecem um indice confiavel da atividade ovariana e da
sintese hormonal (BALIGAR & KALIWAL, 2004), podemos inferir que o ciclo
estral regular destas camundongas indica seu equilibrio hormonal. NUMAZAWA
& KAWASHIMA (1982) estudaram quantitativamente as modificacfes
morfolégicas em foliculos saudaveis e atrésicos durante as fases do ciclo estral
em camundongo, chegando a concluséo que existem diferencas significativas na
quantidade de foliculos entre as quatro fases. Por este motivo, todas as
camundongas do presente estudo foram eutanasiadas na mesma fase, o diestro.

Histologicamente, o ovario de camundongas albino suico apresenta-se
organizado a semelhanca dos demais roedores, sendo revestido por epitélio
simples cubico e dividido internamente em regido cortical e medular (Figura 5). A
medula é localizada centralmente sendo constituida por tecido conjuntivo frouxo
caracterizado por extensos vasos sanguineos, que chegam ao ovario através do
hilo. Na regido cortical € observada grande riqueza de tipos celulares e,
predominantemente, de foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento. O limite entre estas regides ndo € muito distinto (KESSEL,
2001).



Figura 5 - Corte longitudinal intermédio do ovéario esquerdo de camundonga
Albino Suico com 30 dias de idade. No ovério observa-se a medula (M), o hilo
(H) e a regido cortical (CT) repleta de foliculos em diferentes estagios de

desenvolvimento. Coloragdo: Azul de Toluidina-Borato de Sédio. Barra: 500 pum.



5.1. indices Biométricos

Os valores médios dos pesos corporal, ovariano e indice
gonadossomatico encontram-se na Tabela 1. Observou-se que, para estes
parametros, os valores obtidos nos grupos C;, e Cigo foram maiores que os do
grupo Csz (p<0,05), mas nao houve diferenca significativa entre C;¢ € C150. COmo
0s grupos apresentavam idades diferentes, é esperado que o do peso corporal
aumente em consequéncia do crescimento e que o peso ovariano e indice

gonadossomatico também aumentem com a maturidade sexual destas fémeas.

Tabela 1. Peso corporal (PC); peso do ovario (PO) direito (D) e esquerdo (E) e

indice gonadossomatico (IGS) nos trés grupos de camundongas.

Grupos
Cao Cao Ciso
PC (g) 20,39 + 2,972 28,84+264°  29,65+283"°
2,46 + 0,552 6,99 +2,04° 5,99 +1,99°
PO (mg) b )
2,49+0,76° 6,10 + 1,70 5,32 + 1,90
IGS (%) 0,025+ 0,006 0,450 +0,010° 0,383 +0,013"

C30, C70, C1g0. Camundongas com 30, 70 e 180 dias de idade, respectivamente

Letras iguais na linha néo diferem significativamente entre si (p>0,05)

5.2. Anéalise Morfométrica

5.2.1. Frequéncia estimada da populacao

A média de foliculos primordiais variou de 111,56, no grupo Cs a 44,20,
no grupo Cig, (Tabela 2). Sabe-se que a populacdo de ovécitos no ovario de
camundongas €é estabelecido no periodo neonatal, tornando-se a reserva
ovariana, da qual os foliculos séo recrutados para o crescimento e posterior
ovulacdo ou atresia (MCGEE & HSUEH, 2000; MARTINS et al. 2008). Desta

maneira, espera-se que animais jovens, como 0s do grupo Csz,, possuam uma



reserva ovariana com maior quantidade de foliculos primordiais quando
comparados a animais mais velhos, grupo Ciso.

Resultado diferente foi obtido com a frequéncia de foliculos primarios
unilaminares e multilaminares. Nestes, as médias obtidas para o grupo Co,
foram significantemente maiores (p<0,05). A puberdade e o primeiro ciclo estral
ocorrem, em camundongos, proximo ao trigésimo dia de vida, mas as fémeas s6
se tornam aptas a reproducao, atingindo a maturidade sexual, aos sessenta dias
de idade (COBEA; MCGEE & HSUEH, 2000), justificando a maior média obtida
pelas camundongas do grupo C-g, Visto que sdo fémeas maturas sexualmente,
no periodo reprodutivo.

Quanto aos foliculos antrais, observou-se que a média do grupo Cy, foi
significantemente maior que a apresentada no grupo Cig, mMmas ndo houve
diferencas com relacdo ao grupo Cso. As médias de foliculos antrais incipientes e
atrésicos ndo apresentaram diferencas significativas nos trés grupos estudados
(p>0,05). Com a chegada da puberdade, alguns foliculos antrais sao resgatados
pelas gonadotrofinas circulantes e continuam a crescer (recrutamento ciclico)
(MCGEE & HSUEH, 2000). O restante, cujo desenvolvimento ndo esta em
sincronia com o0s eventos hormonais do ciclo estral, entra em atresia
(HIRSHFIELD, 1988). Como a eutanasia dos animais do presente trabalho foi
procedida durante o diestro, fase caracterizada pelo declinio de gonadotrofinas e
estrogeno circulantes (BANKS, 1992), os foliculos que se tornaram dependentes

de gonadotrofinas entraram em atresia.



Tabela 2. Numero absoluto de foliculos: primordiais (Fp); primarios unilaminares

(Fpy), primarios multilaminares (Fpy); antrais incipientes (Fp); antrais (Fa) e

atrésicos (Fay) No ovario esquerdo dos trés grupos de camundongas.

Grupos
Foliculo Cao Cuo Ciso
Fp 111,56 + 25,99% 97,90 + 25,12° 44,20 + 14,64°
Fru 58,67 + 10,632 81,10 + 17,33°" 47,40 +17,82°
Fewm 41,33+11,04®  5510+17,81° 36,30 + 10,67
Fa 16,22 + 8,882 22,70 + 8,562 14,60 + 6,512
Fa 15,33 + 5,33 % 17,50 + 4,032 11,60 + 4,40°
Far 7,67 + 6,182 5,40 + 3,922 10,40 + 4,712

Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p>0,05)

A metodologia mais utilizada para estimar a frequéncia de foliculos é
baseada na analise de amostras de cortes histolégicos representativas da massa
total do ovario. Muitas vezes, os valores obtidos na contagem de cada tipo de
foliculo é seguido pela aplicacdo de um fator de correcdo (TILLY, 2003). No
entanto, ndo existe um fator de correcdo padrdo a ser utilizado. Alguns autores
utilizam o intervalo de cortes analisados, outros a espessura dos cortes,
podendo-se utilizar ainda estes dois valores multiplicados entre si ou ainda
nenhum fator (HIRSHFIELD & MIDGLEY, 1978; BOLON et al., 1997; BUCCI et
al., 1997; FLAWS et al., 1997; FLAWS et al., 2001; TILLY, 2003). Pela
diversidade de fatores de correcao citados na literatura, optou-se neste trabalho
pela ndo utilizagdo de fator de corregdo. Em uma reviséo sobre este assunto,
TILLY (2003) deixa claro que a aplicacdo de um fator de corre¢éo especifico ndo
muda as conclus@es finais em um trabalho, se este fator for igualmente aplicado
em todos os resultados obtidos.

A amostragem utilizada no presente trabalho corresponde a cerca de 2%
do total de cortes por ovario, porcentagem considerada suficiente para se obter
uma estimativa confiavel de foliculos (BUCCI et al., 1997). Apesar de somente
10 cortes por ovario terem sido analisados, recomenda-se que o restante dos
cortes seriados ndo sejam descartados. Aconselha-se a manter todos os cortes
seriados, pois, freqlientemente, é necessario consultar os cortes adjacentes para

diagnosticar com certeza determinado foliculo.



Comparando os resultados obtidos neste trabalho com estudos de
morfometria ovariana, observa-se que o numero absoluto de foliculos € bastante
semelhante, ao encontrado em trabalhos que nao utilizam o fator de correcéo
(BOLON et al., 1997; BUCCI et al., 1997). Naqueles que escolheram algum tipo
de fator, ao multiplicar os resultados aqui obtidos pelo fator de correcdo
sugerido, como espessura do corte, também encontramos resultados similares
(HIRSHFIELD & MIDGLEY, 1978; FLAWS et al., 1997; FLAWS et al., 2001).

O valor percentual de cada tipo de foliculo foi também calculado, a partir
do total de foliculos encontrados (Tabela 3). A porcentagem de foliculos
primordiais foi diferente entre os trés grupos, sendo o maior valor observado no
grupo Csz, 44,59%. Com relacdo aos foliculos unilaminares, os porcentuais
encontrados nos grupos C;g € Cigo, 29,00% e 28,24%, respectivamente, foram
significantemente maiores que os do grupo Cszg, 23,55%. As porcentagens para
os foliculos multilaminares variaram significantemente entre os grupos Cszo e Cigo,
mas ndo houve diferencas com relacdo ao grupo C;. Quanto aos foliculos
atrésicos, foi encontrado porcentagem significantemente maior no grupo Cigo,
6,64%. As porcentagens de foliculos antrais incipientes e antrais nao

apresentaram diferencas significativas nos trés grupos estudados (p>0,05).

Tabela 3. Porcentagem estimado de foliculos: primordiais (Fp); primarios
unilaminares (Fpy), primarios multilaminares (Fpy), antrais incipientes (Fa),

antrais (Fa,) e atrésicos (Fary) no ovéario esquerdo dos trés grupos de

camundongas.
Grupos
Foliculo Cso Cxno Ciso
Fe 44,59 + 6,02° 35,20 + 7,73°" 26,47 +5,55°
Fpu 23,55+ 2,212 29,00 + 4,22° 28,24 +5,82°
Fewm 16,37 + 2,412 19,46 + 4,08 % 22,59 +592°
Fa 6,48 +3,72° 8,08 2,772 8,91 + 3,262
Fa 6,04 + 1,542 6,25 + 1,062 7,15 + 2,282
Fau 2,97 + 2,062 2,00 + 1,392 6,64 +3,30°"

Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p>0,05)



Valores de freqiéncia folicular expressos em porcentagens, ndo sao
rotineiros em estudos morfométricos com ovarios de camundongos. Porém, foi
encontrado um trabalho recente em que os autores trabalharam com populacdes
de jacarés fémeas expostas a desreguladores enddcrinos, cuja apresentacdo
dos resultados foi feita na forma de porcentagem (STOKER et al., 2008).

Verificou-se neste trabalho, que a apresentacdo da andlise quantitativa
de foliculos expresso em porcentagem produz valores de desvio padrao com
uma dispersdao menor quando comparados aos valores absolutos, mas, em
termos gerais, os mesmos fenbmenos foram observados como se verifica nas
Tabelas 2 e 3. Ao avaliar, por exemplo, a freqiiéncia de foliculos primordiais
verifica-se que a maior parte dos foliculos encontrados pertence a este tipo e
que, em fémeas jovens eles estdo presentes em maior quantidade e

porcentagem (Tabela 2 e 3).

5.2.2. Diametro dos Foliculos e Ovaocitos

Os diametros dos foliculos primordiais foram significantemente menores
no grupo Csp, mas os didmetros dos ovécitos neste tipo de foliculos, néo
apresentaram variacdo significativa (p>0,05) (Tabela 4). Os diametros dos
foliculos unilaminares néo foram diferentes entre os trés grupos, mas 0s ovocitos
destes foliculos foram significantemente menores no grupo C;g, do que nos
grupos Cgzo e C79. Mesmo havendo variacao entre os valores de alguns didmetros
entre 0s grupos, ao comparar os resultados obtidos neste trabalho com estudos
histomorfométricos em camundongos, observa-se que os valores dos diametros
de foliculos e ovdcitos encontrados sdo semelhantes (MCGEE & HSUEH, 2000;
BALIGAR & KALIWAL, 2004; GRIFFIN et al., 2006).

A ativacdo do crescimento folicular é caracterizada pela mudanca na
morfologia das células foliculares, que passam de pavimentosas a cubicas,
alterando, desta maneira, o didmetro total do foliculo. Apesar de ndo haver sinais
detectaveis de sintese no ovocito, a passagem de foliculo primordial para
unilaminar € marcada intracelularmente pelo aumento de mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico liso e rugoso, refletindo o aumento das exigéncias de energia e

aparato sintético dos ovécitos (FAIR, 2003) e o aumento do diametro.



Tabela 4. Diametro do foliculo (fol) e do ovdcito (ov) em foliculos primordiais (Fp)

e primarios unilaminares (Fpy) nos trés grupos de camundongas, expressos em

um.

Grupos
Tipo de foliculo Cso Cuo Ciso
Fo () fol 22,17 1,282 23,10 +0,74° 23,70+0,85°"
ov| 1595+0,92°? 16,50 +0,80% 16,42 + 0,932
Fou (1) fol 46,02 + 3,58° 4548 +2,97% 42,87 +5,45°
ov 27,84 +2,32° 29,28 +157% 24,71+2,80°

Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05)

Os valores dos diametros de foliculos multilaminares sem e com a teca
folicular ndo variaram (Tabela 5), mas os didmetros do ovdcito, sem e com a
zona pelucida, foram maiores no grupo C,. Os diametros dos foliculos antrais
iniciais sem a teca foram significantemente maiores no grupo C-o do que no
grupo Cszg, mas ndo houve variacdo quanto ao grupo Cigo. Os didmetros destes
foliculos com a teca foram significativamente menores nas camundongas Cgzy. O
didmetro dos ovécitos sem e com a zona pellcida foram maiores no grupo Cyy,
nao havendo variacdo entre os dois outros grupos. Com relacdo aos foliculos
antrais, foi observado que os didmetros destes foliculos sem a teca folicular
foram significativamente maiores no grupo C+o do que os do grupo Cigy, mas nao
houve variacdo quanto ao grupo Cgz,. Considerando a teca nestes foliculos, os
didmetros obtidos no grupo C;, foram maiores que nos dois outros grupos. Os
didmetros dos ovdécitos sem e com a zona pellcida foram significativamente
maiores no grupo Co (p<0,05).

O desenvolvimento para o estagio de foliculo multilaminar é associado
com os primeiros sinais detectaveis de sintese de RNA no ovécito (FAIR, 2003).
Ovdcitos de foliculos antrais incipientes sdo transcricionalmente ativos, sendo
este, um sinal de maturidade ovocitaria e competéncia meiotica (GRIFFIN et al.,
2006). Em diversas espécies estudadas, incluindo camundongas, 0 ovocito se
torna pleno no estagio de antral incipiente, quando atinge cerca de 65 um de
didmetro, mas tanto o ovdcito quanto o foliculo, continuam a crescer até o

estagio de foliculo ovulatério ou de Graaf (GRIFFIN et al., 2006).



Tabela 5. Diametro do foliculo (fol), sem teca (s/ t) e com teca (c/ t), e didmetro
dos ovaocitos, sem zona pellcida (s/zp) e com zona pelacida (c/zp), nos foliculos:
primarios multilaminares (Fpy); antrais incipientes (Fa) antrais (Fa) nos trés

grupos de camundongas, expressos em pm.

Grupos
Tipo de foliculo Cgo C70 Clgo
Fo s/t 119,60 + 14,82% 127,50+ 12,06® 117,45+ 7,262
. | c/ t 138,88+ 16,35% 149,08 + 13,75% 137,09+ 9,262
PM
o s/ zp 58,02 + 3,952 64,22 + 2,44 ° 56,59 + 3,97 2
V
c/ zp 63,17 + 4,182 68,71 + 2,48"° 61,56 + 3,90°
Fo s/t 125,65 + 9,862 137,55+9,61° 134,86+ 10,99
. | c/ t 145,48 + 10,66% 163,24 +10,45° 158,28 + 11,88°
Al
o s/ zp 59,54 + 4,652 66,78 + 2,43° 73,05 + 4,842
V
c/ zp 65,10 + 5,052 71,56 + 2,50° 66,89 + 5,112
Fo s/t 282,08 + 43,042 327,39+ 48,472 265,48 + 58,08°
. I c/ t 317,46 + 46,45% 372,17 +54,14° 304,88 + 62,272
A
o s/ zp 67,07 + 3,032 75,49 + 3,58° 69,01 + 5,702
V
c/ zp 73,91 +2.86% 80,98 + 3,60° 75,00 + 6,112

Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p>0,05)

No total, observa-se que o foliculo cresceu de, aproximadamente, 23 um
(foliculo primordial) até cerca de 330 um em didmetro (foliculo antral), por um
periodo de 58 dias (Fig. 2).

Observa-se que os resultados da analise do didmetro dos foliculos e dos
ovocitos, em diferentes estagios de desenvolvimento, mostraram pequenas
variagbes entre as camundongas do mesmo grupo, constituindo um critério
adequado tanto para a classificagdo dos estagios foliculares quanto para a

deteccao de alteracbes no desenvolvimento folicular ovariano.



5.2.3. Proporc¢éo Volumétrica dos Componentes Ovarianos

Os valores referentes a propor¢do entre 0s componentes ovarianos,
foliculos, cortex e medula encontram-se na Tabela 6. A proporcao de foliculos
primordiais variou nos trés grupos, sendo muito maior no grupo Czo. Com relacdo
aos foliculos unilaminares, observou-se uma proporcéo significantemente maior
no grupo Cgzo. As proporcdes para os foliculos multilaminares variaram
significantemente entre 0s grupos Czo € Cig9, mas ndo houve diferencas com
relacdo ao grupo C,. Os valores referentes aos foliculos antrais sao
significantemente maiores no grupo Cso. As proporcBes de foliculos antrais
iniciais, atrésicos e multiovocitarios ndo apresentaram diferencas significativas
nos trés grupos estudados. Os pontos que incidiram sobre os foliculos que nao
apresentavam ovQcitos visiveis no corte e sobre o intersticio variaram
significantemente nos trés grupos, sendo maior no grupo Cs. As proporcdes de
medula foram significantemente maiores no grupo Cig, nao apresentando
diferencas entre os dois outros grupos (p>0,05).

Ao somar as propor¢cées do componente germinativo do cértex, ou seja,
os foliculos, observa-se diferenga significativa entre os trés grupos, sendo maior
no grupo Cso, 59%, intermediario nas camundongas C;o, 41%, € menor no grupo
C180, 30% (Figura 6).

A propor¢do volumétrica de constituintes ovarianos é um parametro
valido, permitindo detectar as variagBes na populacéo celular ovariana (foliculos,
cértex e medula) com clareza, embora a frequéncia de foliculos, se realizada em
uma amostra de cortes histolégicos representativa da massa total do ovario,

reflita de forma evidente a dindmica do desenvolvimento folicular ovariano.



Tabela 6. Proporcéo volumétrica dos componentes do ovario esquerdo nos trés
grupos de camundongas: Foliculos primordiais (Fp), primarios unilaminares (Fpy),
primarios multilaminares (Fpy), antrais incipientes (Fa), antrais (Fa), atrésicos

(Faw), multiovocitarios (Fyo) e foliculos sem o ovécito presente no corte (Fsiov);

estroma ovariano (E) e regiao medular do ovario (M).

GRUPOS
Componentes Cao Cqo CCiso

Fp 1,62 +0,67% 0,64 +0,49° 0,17 £0,14°
Fpu 2,08 + 0,662 0,92 +0,48° 0,52 + 0,36°
Fem 7,69 +2,16%2 6,32 + 2,642 450+ 1,27°
Fal 3,70 £1,752 3,08 +1,002 2,86 + 1,032
Fa 8,35 + 2,082 5,05+ 1,27° 4,36 +1,77°
Fay 1,37 +0,912 1,02 +0,63% 2,12 +1,732
Fsiov 34,80 + 4,992 22,95+8,43° 14,95+367°¢
Fuvo 0,04 + 0,122 0,15 + 0,262 0,52 + 0,742
E 33,52 +8,05% 4864+11,67° 5291+6,95°
M 6,82 +2,712 10,31 +3,02% 17,10 + 3,36°

Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p>0,05)
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Figura 6 - Proporcdo volumétrica dos componentes basicos no ovario
esquerdo de camundongas com 30, 70 e 170 dias de idade (Cz, C70 € Cigo
respectivamente): foliculos ovarianos, estroma da regido cortical (cortex) e

regido medular (medula).

6. CONCLUSOES FINAIS

o A freqiéncia estimada de foliculos ovarianos nos diversos estagios de
desenvolvimento € um parametro recomendavel para se acompanhar o

recrutamento inicial e ciclico dos foliculos ao longo da vida.

e A atresia acomete principalmente foliculos em crescimento, mas a sua

incidéncia ndo variou entre as faixas etarias estudadas.



A andlise da proporcao volumétrica demonstrou claramente o declinio do
componente germinativo (foliculos ovarianos) na estrutura do ovario com

0 avancar da idade da fémea.

Os parametros morfométricos adotados neste trabalho s&o validos e
podem ser utilizados em outros estudos experimentais que visem
detectar alteracbes no desenvolvimento folicular ovariano de

camundongas.
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