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LUNARDON, Nayara Tissot. Comparacao da populacédo de foliculos pré-antrais e
da frequéncia de foliculos multio6citos de cadelas pré-puberes e adultas de
pequeno e medio porte. 2013. 49f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Informacgdes sobre a distribuicdo e a quantificagao dos foliculos ovarianos pré-antrais
em fémeas caninas sdo escassas na literatura, principalmente em cadelas pré-
puberes. A comparacado entre cadelas pré-puberes e adultas ira contribuir para a
escolha da fémea no uso de biotecnologias da reprodugédo. Os objetivos deste
trabalho foram, comparar a populacdo de foliculos pré-antrais entre cadelas preé-
puberes e adultas de pequeno e médio porte, comparando a populagao entre os
ovarios direito e esquerdo e a frequéncia de foliculos multioécitos em cadelas pre-
puberes e adultas. Oitenta ovarios provenientes de quarenta fémeas caninas,
divididas em quatro grupos (pré-puberes ,n= 40 e adultas, n=40, de pequeno e
médio porte), foram obtidos por ovariohisterectomia eletiva. Apds a cirurgia, os
ovarios foram imersos em fixador Bouin para processamento histoldgico.
Posteriormente os ovarios foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol,
embebidos em parafina e seccionados seriadamente em intervalos de 5 ym. A cada
70 secgdes histolégicas foi confeccionada uma lamina com o tecido e corada com
acido periodico de Schiff (PAS) e hematoxilina. O numero de foliculos pré-antrais foi
estimado pela contagem dos foliculos em cada secg¢ao usando o nucleo do oécito
como marcador e fator de correcdo. Os foliculos pré-antrais foram classificados de
acordo com o estagio de desenvolvimento. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn para comparagdo entre os grupos, considerando
significativo p<0,05. Os resultados demonstraram que fémeas pré-puberes de médio
porte apresentaram maior quantidade de foliculos pré-antrais comparado aos outros
grupos. A populacdo de foliculos pré-antrais apresentou grande variagado entre
fémeas da mesma idade e entre os grupos. A mediana % erro padrao foi de 51.611
18.577 em pré-puberes de pequeno porte, 143.562 + 21.718 em pré-puberes de
meédio porte, 49.546 + 10.951 em adultas de pequeno porte e 28.090 + 15.705 em
adultas de médio porte. Observou-se diferengcas na estimativa da populacdo de
foliculos pré-antrais de cadelas entre os ovarios direito e esquerdo. Entre as fémeas
avaliadas 55% apresentaram foliculos multio6citos e a maioria continha duas a trés
células germinativas, mas ocasionalmente, foliculos com até 12 odcitos foram
observados. Os resultados demonstraram que as fémeas pré-puberes de médio
porte apresentaram uma quantidade maior de foliculos multioocitos comparado com
as adultas de médio porte. Concluindo, a utilizacdo de ovarios de cadelas pré-
puberes proporcionara um numero maior de foliculos pré-antrais para a utilizagdo em
biotecnias da reproducao assistida; a utilizacdo de somente um dos ovarios para
estimar a populagdo de foliculos pré-antrais em cadelas pode subestimar ou
superestimar os resultados; e as fémeas pré-puberes independente do porte,
apresentaram maior incidéncia de MOF’s (14/20) do que as fémeas adultas (8/20).

Palavras-chave: Estimativa folicular. Multiodcitos. Foliculos pré-antrais. Pré-
pubere. Adulta. FEmeas caninas.



LUNARDON, Nayara Tissot. Comparison of the population of preantral follicles
and frequency of multioocytes follicles from prepubertal and adult bitches
small and medium-sized. 2013. 49p. Dissertation (Master's degree in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Information about the distribution and quantification of ovarian preantral follicles in
female dogs are scarce in the literature, especially in prepubertal bitches. The
comparison between prepubertal and adult bitches and will contribute to the choice in
use of reproductive biotechnologies. The objectives of this study were to compare the
preantral follicles population bitches between prepubertal and adult small and
medium-sized, comparing the population between the right and left ovaries and
frequency of multioocytes follicles in prepubertal and adult bitches. Eighty forty
ovaries from bitches were divided into four groups (prepubertal n=40, adult n = 40,
small and medium-sized), were obtained by elective ovariohysterectomy. After
surgery, the ovaries were immersed in Bouin's fixative for histological processing.
Thereafter the ovaries were dehydrated in alcohol, diaphanized in xylene, embedded
in paraffin and sectioned at 5um. Every 70 histologic sections were made with a
blade tissue and stained with periodic acid-Schiff (PAS) and hematoxylin. The
number of preantral follicles was estimated by counting the follicles in each section
using the oocyte nucleus as a marker and correction factor. The preantral follicles
were classified according to their stage of development. We used the Kruskal-Wallis
test followed by Dunn's test for comparison between groups, P<0.05 considered
significant. The results showed that females prepubescent midsize showed higher
amount of preantral follicles compared to other groups. The population of preantral
follicles showed large variations between individuals of the same age and between
groups. The median + standard error of preantral follicles was 51611 £ 18577 in
small prepubertal bitches, 143562 £ 21718 in midsize prepubertal bitches, 49546 +
10951 in small adult females and 28090 + 15705 for adult midsize females. There
were differences in the estimated of preantral follicles population from right and left
ovaries of bitches. Among females evaluated 55% had follicles multioocytes and
most contained two to three germ cells, but occasionally up to 12 follicles with
oocytes were observed. The results showed that prepubertal bitches midsize showed
a greater amount of follicles multioocytes compared with adult midrange. Concluding,
the use of the ovaries of prepubertal bitches will provide a greater number of
preantral follicles for use in assisted reproduction biotecnias, the use of only one of
the ovaries to estimate population of primordial follicles in bitch can change or mask
the results, and prepubertal bicthes had a higher incidence of MOF's (14/20) than
adult females (8/20), regardless of size.

Key words: Follicles estimation. Multioocyte. Preantral. Prepubertal. Adult. Female
dogs
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populagdo pet no mundo aumentou
significativamente nos ultimos anos (MARTHE, 2009), consequentemente aumentou
o interesse pela reproducdo e biotecnologias das espécies envolvidas. O
conhecimento sobre a populagao de foliculos ovarianos é de suma importancia na
utilizacdo das biotecnologias da reproducdo, pois a grande maioria dos odcitos
usados nessas técnicas séo foliculos pré-antrais. Os embrides produzidos in vitro
podem ser utilizados em programas de multiplicagcdo animal, melhoramento do
potencial reprodutivo, do valor zootécnico e também evitar o risco de extingdo de
algumas espécies. O sucesso em procedimentos como a maturagdo in vitro, a
fertilizacdo de odcitos in vitro, a transferéncia de embrides e a criopreservacao de
foliculos, depende do conhecimento da fisiologia, das caracteristicas morfofuncionais
e da populagao folicular ovariana.

Estudos envolvendo caracteristicas reprodutivas de caninos ainda
nao foram totalmente elucidados na literatura. As cadelas domésticas sao
importantes, pois servem de modelo experimental tanto para humanos como para
canideos silvestres ameacgados de extingao, pois os caes domésticos possuem uma
similaridade na fisiologia reprodutiva com os canideos silvestres alem do que, ha
uma escassez e dificuldade de manejo desses animais. No Brasil, seis espécies da
ordem Carnivora se encontram proximas da ameaga de extingao (IUCN, 2011).

Sabe-se que a populacao de foliculos ovarianos pré-antrais podem
ser afetadas por fatores genéticos, pela idade (ERICKSON, 1966), pela raca
(CAHILL; MAULEON, 1980) e niveis hormonais (PETERS, 1976). A comparacg&o da
populacdo de foliculos pré-antrais podera trazer informagbes sobre a oogénese e
foliculogénese dessa espécie, e verificar se ha um decréscimo de foliculos, através
de mecanismo apoptotico e pela senilidade, durante a vida reprodutiva dessas
fémeas, como descrito por Waldeyer em 1870 , ou se ha uma foliculogénese pés-
natal com um possivel envolvimento de células-tronco capazes de gerar células de
outro tecido, como demonstrado por Johnson et al. (2005) e Zhou (2009) em
camundongos. Também promovera informagdes para a escolha do perfil da fémea

no uso de biotecnologias da reprodugéo, porporcionando mais eficiencia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a populagdo de foliculos pré-antrais e frequéncia de

foliculos multiodcitos entre fémeas caninas de diferentes idades e portes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a populagdo de foliculos pré-antrais entre cadelas pré-
puberes e adultas de pequeno e médio porte, por histologia classica.

Verificar se ha diferenga no numero de foliculos pré-antrais entre os
ovarios direito e esquerdo.

Comparar a frequéncia de foliculos multioécitos entre cadelas pré-

puberes e adultas de pequeno e médio porte.
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3 HIPOTESES

Existe diferengca entre o numero de foliculos ovarianos pré-antrais
entre cadelas de diferentes portes e diferentes idades pré-puberes e adultas de
pequeno e médio porte.

Ha diferengas entre a populagao folicular pré-antral do ovario direito
e do esquerdo de cadelas domésticas.

Existe variagdo entre o numero de foliculos multiodcitarios entre as

cadelas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 FisioLOGIA REPRODUTIVA DAS CADELAS

As cadelas domésticas sdo monoéstricas, apresentam um ou dois
ciclos estrais por ano com um periodo de quiescéncia até o surgimento de um novo
ciclo e apresentam uma fase luteinica semelhante entre as fémeas gestantes e n&o
gestantes, o que ndo € observado em outras espécies (CONCANNON et al.,1989).

O ciclo estral apresenta quatro fases funcionais, sendo proestro, que
indica a fase folicular, o estro que é a fase de receptividade sexual e luteinica,
diestro, que também é uma fase luteinica e o anestro que € a fase de quiescéncia
(ETTINGER, 1992). O ciclo varia conforme as ragas e idades, sendo influenciada por
fatores ambientais e genéticos (FELDMAN; NELSON, 2004).

4.2 OVARIO

O ovario é o orgao reprodutivo das fémeas responsavel pela
producao de odcitos e hormbnios esteroidais. Sua formacdo completa se da em
torno de 40 dias no desenvolvimento fetal em cadela (SERAFIM et al., 2009).
Possue estrutura ovalada, localizada a altura das 3? e 42 vértebras lombares, caudal
ao rim. Seu tamanho depende do tamanho corporal da fémea, idade e fase do ciclo
estral, mas em média possui 20mm de comprimento e 15mm de largura
aproximadamente (RODRIGUES; RODRIGUES, 2003).

Os foliculos estdo localizados na cértex do ovario, e os vasos
sanguineos, vasos linfaticos e os nervos localizam-se na por¢ado medula ovariana
(NASCIMENTO;SANTOS, 2003).

4.3 OOGENESE E FOLICULOGENESE

De acordo com Hafez (2004) o processo de formacéo, crescimento e
maturagao folicular pode ser definido como foliculogénese, iniciando com foliculos
primordiais até os foliculos de Graff, ou foliculos pré-ovulatérios.

As cadelas possuem particularidades quando se refere a oogénese

e foliculogénese, diferentemente de outras espécies a oogénese e foliculogénese
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das cadelas podem ocorrer até dois meses apds o nascimento (FAYER-HOSKEN et
al., 2000).

Durante o desenvolvimento embrionario as células germinativas
migram do saco vitelinico para as cristas gonadais e passam a ser chamadas de
obgonias e iniciam a mitose. As odgonias sédo circundadas por células somaticas e
diferenciam-se em odcitos, que circundados por uma uUnica camada pavimentosa de
células da granulosa, constituem em foliculos primordias (VAN DEN HURK; ZHAO,
2005). Na maioria dos mamiferos nesta fase o odcito inicia a meiose e a interrompe
na fase de dipléteno da profase | e permanece nesta fase até o seu recrutamento,
que ocorre no inicio da puberdade. Apos serem recrutados os odcitos evoluem na
meiose e sdo ovulados em metafase Il (SOTO-SUAZO; ZORN, 2005).

Nas cadelas, mesmo apds o recrutamento os oécitos se mantém, na
fase de dipléteno da préfase |, chamado de vesicula germinativa, e sua maturagéo,
ou seja, a continuagdo da meiose, s6 acontecera no oviduto (BUCCIONE et al.,
1990).

O mecanismo de recrutamento dos foliculos ndo esta
completamente esclarecido, porém acreditasse que seja controlado por fatores
intraovarianos independentemente da acdo de gonadotrofinas, como revisado por
Seneda et al, 2008.

O declinio progressivo do numero de odcitos ao longo da vida pés-
natal devido a mecanismos apoptéticos e de senilidade foi descrito por Waldeyer em
1870, e foi aceito por décadas, entretanto Johson et al. (2004 e 2005), em
camundongos, apresentaram evidéncias demonstrando a continuidade da o6genese
e foliculogénese no periodo pés-natal pela atuagéo de células-tronco.

Em 2009 Zhou et al. corroboraram para os experimentos de Johson
et al. (2004 e 2005), comprovando a capacidade regenerativa ao utilizar o
transplante de células-tronco da linhagem germinativa em camundongas que foram
quimicamente esterilizadas. Zhou et al (2009) também demonstraram que o
transplante de células-tronco nas fémeas estéries proporcionou descendentes em

cerca de 80% dos animais submetidos.
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4.4 CLASSIFICACAO DOS FoLiCULOS OVARIANOS

O foliculo é contituido por um odcito circundado por células da
granulosa e tem como fungdo produgdo e liberacdo de hormdnios esterdides e
também a fungdo gametogénica. Os foliculos podem ser divididos de acordo com
seu grau de evolugao em foliculos pré-antrais, caracterizados pela auséncia da
cavidade antral e foliculos antrais, cuja caracteristica € a presenca da cavidade
antral (FIGUEIREDO et al., 2002).

Os foliculos foram classificados de acordo com o numero de
camadas de células da granulosa ao redor do odcito por Mandl e Zuckerman em
1951, assim surgindo a proposta de classificagdo dos foliculos. Hulshof et al. (1994)
classificaram os foliculos pré-antrais em primordiais, primarios e secundarios, onde
os primordiais e primarios sédo distinguidos por diferengas morfolégicas, sendo que
os foliculos primordiais apresentam um odcito rodeado por uma Unica camada de 4 a
8 células da granulosa achatadas; os primarios apresentam odécito rodeado por uma
unica camada de 11 a 12 células da granulosa cuboidais e; os secundarios mais de
uma camada de células da granulosa cuboidais, conforme a representagdo na
Figura 1.

Nas cadelas os foliculos primordiais foram identificados com 17 a 54
dias apds o nascimento com o odcito em estadio de vesicula germinativa (TELFER
et al., 2000). Os foliculos primordiais apresentam uma unica camada de células
pavimentosas da granulosa e possuem cerca de 25um de diametro
(RODRIGUES;RODRIGUES, 2003). Quando as células do foliculo primordial
passam de pavimentosas a cuboides, estes evoluem para foliculos primarios, ha o
inicio da formacado da zona pelucida que permanece por todo o desenvolvimento
folicular. Durante a diferenciacdo alguns foliculos possuem tanto células
pavimentosas quanto cuboides, sendo chamados de foliculos de transicdo (VAN
DEN HURK et al.,1997).

Quando os foliculos primarios atingem um estadio com mais de duas
camadas de células da granulosa cuboidais sdo denominados secundarios (FAYER-
HOSKEN, 2000). Nesta fase a a caracterizagdo da zona pelucida e das primeiras
células da teca (BANKS, 1992). A acdo gonadotrofica ja pode ser detectada,
iniciando os efeitos do FSH e LH (VAN DEN HURK et al, 2000).
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O desenvolvimento de um foliculo terciario resulta da atividade
secretora das células da granulosa, surgindo um fluido, que forma uma cavidade,
chamada de antro (BANKS, 1992). A cavidade antral é constituida pela transudacao
do liquido folicular, originado do plasma periférico, através da membrana basal
(HAFEZ, 2004). Na fase final de desenvolvimento do foliculo antral, o odcito
permanece envolvido por uma camada de células da granulosa denominadas
cumulus oophoros e tem como fung&o fornecer nutrientes aos odcitos durante seu
crescimento (SWENSON, 2006). Os foliculos terciarios evoluem para foliculos de
Graff também sdo chamados de foliculos pré-ovulatérios ou maduros. Tanto o

foliculo terciario como o pré-ovulatério tem um acédo gonadotroéfica intensa.

Figura 1l — Representacdo esquematica do desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. 1. Foliculo Primordial; 2. Foliculo Primario; 3. Foliculo
Secundario; 4. Foliculo Terciario; 5. Foliculo de Graaf.

1 pA 3 4 5

o @

Fonte: Adaptado de Rodgers et. al (1999)

4.5 OVULACAO

A ovulagado ocorre aproximadamente dois dias apds o pico de LH
(hormdnio luteotréfico), no inicio do estro, e como os odcitos liberados estado
imaturos necessitam de pelo menos 48 horas para completar a maturacédo meidtica,
caracteristica unica da espécie canina. O odcito pode permanecer entre 8,5 a 9 dias
no oviduto (HOLST; PHEMISTER, 1971).

Depois da ruptura da parede ovariana, ocorre uma hemorragia
formando um coagulo, que €& uma estrutura transitéria, denominado corpo
hemorragico. Apés um acumulo de um pigmento lipidico amarelo (luteina) e outros
lipideos, o corpo hemorragico evolui para a formagéo do corpo luteo (BANKS, 1992),

que sera o responsavel pela produgao de progesterona na fase de diestro.
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O odécito sai do estadio de vesicula germinativa e passa para o
estadio de metafase Il, ocorrendo alteragcbes nao somente no nucleo, mas também
no citoplasma, de maneira independente, para poder ser fecundado e estar apto
para desenvolver como embrido (DEW, 2001, RODRIGUES; RODRIGUES, 2003).
Nas cadelas sao necessarios dois eventos para que a maturagcéo ocorra, um pico de
LH para induzir a maturagao e outro pico de LH aproximadamente trés dias apds a
ovulacao para induzir a retomada da meiose (VIARIS DE LESEGNO et. al., 2008).

4.6 FoLicuLos MULTIOOCITOS

Na maioria dos casos, os foliculos de mamiferos contém somente
um oocito por foliculo, mas podem existir foliculos com mais de um odcito, que sao
chamados de foliculos multiodcitos (MOF) ou poliovulares.

A existéncia de MOFs poderia ser explicada de acordo com trés
suposigdes: a divisdo de um odcito, a fusdo de varios foliculos diferentes ou a nao
separagado de varios conjuntos de oogbnias nos corddes sexuais. Esta ultima
hipdétese € a considerada mais provavel, pois ndo se trata de um fendmeno
patolégico, mas de um “polimorfismo” devido ao desequilibrio entre 0 niumero de
células somaticas e germinativas (REYNAUD, 2010).

A frequéncia de foliculos multioocitos € espécie e individuo
dependente. Em gamba, na rata, porca e cabra, os foliculos multiodcitos sdo mais
comuns nos ovarios das fémeas mais jovens. Nas cadelas, alguns autores
demonstraram que no inicio de suas vidas reprodutivas apresentam maior numero
de foliculos multioécitos do que animais idosos, embora outros nao relatam diferencga
no numero de foliculos multiodcitos entre fémeas jovens e adultas (PAYAN-
CARREIRA; PIRES, 2008; STOKER et al.,2008). Em mulheres e camundongas os
multioécitos sdo raros, enquanto nas cadelas representam cerca de 14% da
populacdo folicular. A qualidade desses foliculos contendo mais de um odcito é
muito heterogénea (REYNAUD, 2012).

4.7 POPULAGAO FOLICULAR OVARIANA
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A populacado folicular ovariana € bem distinta em relagdo as
espécies, como por exemplo: 37.853 foliculos pré-antrais em gatas (CARRIJO
JUNIOR, 2009), 79.600 a 270.000 em mulheres (GOUGEON;CHAINY, 1987) e
9.940 a 30.900 em macacas (MILLER et al., 1999). Ainda dentro de uma mesma
espécie pode variar com relagcédo a raga (CAHILL et al., 1979), genética (ERICKSON,
1966), idade, niveis hormonais (PETERS, 1976) e estado reprodutivo do animal
(ERICKSON et al, 1976).
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5.1 ARTIGO 1

ESTIMATIVA DA POPULACAO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS EM CADELAS
PRE-PUBERES E ADULTAS

Estimativa da populacao de foliculos pré-antrais em cadelas pré-puberes e adultas

N.T. Lunardon?; K.C. Silva-Santos?; R.C. Justino®; G.T.Dissunti®; M.M.Seneda?,
M.1.M. Martins®®

Este artigo cientifico esta de acordo com as normas para a publicagdo na
Theriogenology, de acordo com o site:

http://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/guide-for-authors

RESUMO: Os objetivos deste trabalho foram estimar a populagéo de foliculos pre-
antrais entre cadelas pré-puberes e adultas de pequeno (até 10 kg) e médio porte
(10 a 20 kg) e comparar a populagdo entre os ovarios direito e esquerdo. Oitenta
ovarios provenientes de 40 cadelas saudaveis, divididas em 4 grupos (pré-puberes
de pequeno porte, n= 10, pré-puberes médio porte, n=10 e adultas pequeno porte,
n=10, adultas de médio porte, n=10), foram obtidos por ovariohisterectomia eletiva.
Imediatamente apds a cirurgia, os ovarios foram imersos em fixador Bouin para
processamento histolégico. Posteriormente, foram desidratados em alcool,
diafanizados em xilol, embebidos em parafina e seccionados seriadamente em
intervalos de 5 um. A cada 70 secgdes histolégicas foi confeccionada uma Iamina
com o tecido e corada com acido periddico de Schiff e hematoxilina. O numero de
foliculos pré-antrais foi estimado pela contagem dos foliculos em cada secgao
usando o nucleo do oocito como marcador e fator de corregcdo. Os foliculos pré-
antrais foram classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento. Foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para comparacéo entre
0s grupos, considerando significativo p<0,05. Os resultados demonstraram que
fémeas pré-puberes de médio porte (£12,7Kg) apresentaram 2.709.337 de foliculos
pré-antrais, numero superior aos demais grupos. A populagdo de foliculos pré-
antrais apresentou grande variagcdo de foliculos pré-antrais entre individuos da
mesma idade e entre os grupos. Observou-se diferengas na estimativa da populagao
de foliculos pré-antrais entre os grupos de cadelas dos ovarios direito (156.446 +
35.010, 42.373 = 14.174, p=0,02) mas nao houve diferenga no esquerdo. Houve
variagéo significativa entre a populagao folicular pré-antral em cadelas pré-puberes
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de médio porte e também entre ovarios esquerdo e direito em todas as categorias
estudadas.

Palavras-chave: Foliculos pré-antrais. Pré-pubere. Adulta. Cadelas. Ovario direito.
Ovario esquerdo.

5.1.1Introducéao

Os conhecimentos cientificos acerca da aplicacdo de biotécnicas na
reprodugao animais da populagao pet ttm aumentado devido ao grande interesse na
criacao dessas espécies no mundo. Estes conhecimentos proporcionarao beneficio
direto para os caes de estimagao, e também canideos silvestres ameacados de
extingao. [1]

O rendimento da maturacéao in vitro de odcitos caninos oriundos de
foliculos antrais € baixo tornando limitada a aplicabilidade de biotécnicas da
reproducdo que pode ser solucionado através da utilizacdo de odcitos oriundos de
foliculos pré-antrais, visto que estdo em maior quantidade e presentes em todas as
fases da vida reprodutiva do animal [2].

As biotécnicas aplicadas a reproducéao tais como a producgao in vitro
de embrides (PIV), clonagem e transgenia com a manipulagéo de foliculos ovarianos
pré-antrais (FOPA), compreendem trés fases: obtencdo dos FOPAs, conservagao
(criopreservagao ou resfriamento) e cultivo in vitro. A obtencdo in vitro de FOPA
possibilita o incremento e a padronizagdo dessas biotecnologias, fornecendo um
grande numero de odcitos provenientes de um mesmo animal [3].

Devido as particularidades inerentes a fisiologia canina, as
biotécnicas aplicadas a reproducdo da espécie canina permanecem nao
padronizadas dentro de processos de maturagdo, obtencido e selecdo dos odcitos
[4].

Para que as biotécnicas sejam aprimoradas na espécie canina, ha a
necessidade de maiores conhecimentos sobre a populagao folicular ovariana,
principalmente a populagao folicular pré-antral, por abrigar maior quantidade de
oocitos utilizados nas biotecnologias.

Sabe-se que a qualidade morfolégica de odcitos de fémeas
doadoras é melhor quando estdo com idade entre um e trés anos, independente da

fase do ciclo estral e que os eventos hormonais pré- ovulatérios ndo afetam a
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subsequente maturagao in vitro de odcitos de alta qualidade [4], porém ndo ha
nenhuma informacgao relacionada ao porte das cadelas.

Para a obtencdo in vitro de FOPA, utilizam-se duas técnicas: o
“slicing” que consiste em fatiar o ovario utilizando uma lamina de bisturi ao longo de
seu comprimento e largura [5] e “digestdo ovariana”, técnica em que os ovarios séo
colocados em solugao enzimatica a 37°C, por uma hora, quando entao o produto da
digestéo é filtrado e colocado em solug¢ao para lavagem [6]. Entretanto nenhum autor
citou se ha diferenca entre os ovarios, direito e esquerdo, na quantidade de foliculos
ovarianos obtidos nessas técnicas.

O objetivo deste trabalho foi estimar e comparar a populagao de
foliculos ovarianos pré-antrais de cadelas pré-puberes e adultas de pequeno e

médio porte, além de comparar a populacéo entre os ovarios direito e esquerdo.

5.1.2 Material E Métodos

5.1.2.1 Principios éticos

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos de
Pesquisa em Animais e sob a anuéncia da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Londrina — PR, registrado sob processo n°
CEUA 24531.2011, aprovado em reuniao realizada em 2012.

5.1.2.2 Animais e obteng¢ao dos ovarios

Foram utilizados 80 ovarios provenientes de 40 cadelas, colhidos de
dois grupos, fémeas pré-puberes e adultas, apds a ovariohisterectomia eletiva [7].
Os grupos foram separados em dois subgrupos de acordo com o peso, porte
pequeno (5,7 £ 0,4) e médio (12,3 £ 0,6).

Dados em (mediana + erro padrédo), as cadelas pré- puberes de
pequeno porte apresentaram (8 + 0,4) meses de idade, e (5,5 + 0,6) kg de peso, ja
as pré-puberes de médio porte estavam com (8 + 0,6) meses de idade e (11,4 £ 0,9)
kg. As cadelas adultas de pequeno porte possuiam (2 + 0,4) anos de idade e (6,4 £
0,4) kg, enquanto as adultas de médio porte estavam com (2 + 0,3) anos de idade e
(12,7 £ 0,7) kg.



29

Os ovarios foram identificados como direito e esquerdo e os
resultados foram analisados individualmente e apds a somatéria em cada grupo.

As cadelas ovariohisterectomizadas foram oriundas de um programa
de controle de natalidade. As fémeas nao apresentavam patologia uterina e ovariana

detectavel macroscopicamente.

5.1.2.3 Processamento histolégico

Imediatamente apds a obtencdo dos ovarios, os mesmos foram
lavados em solugéo salina 0,9%. Ato continuo, as pegas foram imersas em fixador
Bouin, preparado com 0,9% acido picrico, 9% formaldeido e 5% acido acético [8],
durante 24 horas, a 4°C e transferidas para o alcool 70% até o processamento
histolégico.

Os ovarios foram desidratados em concentragdes crescentes de
alcool e diafanizados em xilol. Posteriormente, infiltrados e embebidos em parafina.
Apds a inclusdo em parafina, foram realizados cortes seriados de 5 ym de
espessura [9] em micrétomo rotativo (RM2255, Leica ®, Leica Biosystems
Melbourne Pty LTD, Wetzlar, Alemanha). A cada 70° seccao histoldgica, o tecido foi
colocado em lamina de vidro e corado com acido periodico de Schiff (PAS) e
hematoxilina para analise estrutural em fotomicroscépio [10]. Todos os

procedimentos foram realizados pelo mesmo operador.

5.1.2.4 Classificagédo dos foliculos ovarianos pré-antrais

Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o estadio
de desenvolvimento em primordiais, uma unica camada de células da granulosa de
formato pavimentoso circundando o odcito; primarios, uma unica camada de células
da granulosa de formato cubico envolvendo o o0d6cito; ou secundarios, odcitos
envolvidos por duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cubico
[11]. A morfologia folicular foi avaliada de acordo com a integridade da membrana
basal, a densidade celular, a presenca ou auséncia de corpos picnéticos no nucleo
do odcito e a integridade do odcito [12]. Com base nestes parametros, foram

considerados apenas foliculos morfologicamente normais.
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As seccbes foram examinadas em um microscopio de luz (L2000,
Bioval, Bioquimica, Sao Paulo, Brasil). Com o auxilio de uma ocular micrométrica, o
didmetro meédio do odcito e do nucleo do odcito foi determinado utilizando-se dois
foliculos de cada classe folicular (primordial, primario e secundario) por secgao
avaliada [10].

Foram examinadas 1337 laminas, contados 227.839 foliculos,

resultando na estimativa de total de 6.704.947 foliculos pré-antrais.

5.1.2.5 Quantificagao folicular

O numero de foliculos pré-antrais foi estimado, pela contagem dos
foliculos em cada seccéo, usando o nucleo do oécito como referéncia e o fator de
corregao, usando a férmula Nt = (No x St x ts)/(So x do), sendo: Nt = Numero total
calculado de um tipo de foliculo; No = Numero de foliculos observados no ovario; St
= Numero total de cortes feitos no ovario; ts = Espessura do corte; So = Numero total
de cortes observados; do = Didametro médio do nucleo do oécito de cada tipo de
foliculo [13].

5.1.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como mediana + erro padrao
(EP). Os dados foram analisados utilizando o programa Bioestat 5.0 [14]. Como nao
houve distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn para comparagado entre os grupos. Para todas as avaliagbes p<0,05 foi

considerado significativo.

5.1.3 Resultados

O numero médio de foliculos pré-antrais esta representado na
Tabela 1.

Nao houve diferenca entre o numero de foliculos pré-antrais de
fémeas pré-puberes de pequeno e médio porte (p=0,0659) e entre adultas de

pequeno e médio porte (p=0,4171). Fémeas pré-puberes de médio porte
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apresentaram maior quantidade de foliculos pré-antrais (p<0,05) comparado as
fémeas adultas.

Na Tabela 2, esta representada a quantidade de foliculos pré-antrais
por ovario (direito e esquerdo) entre cadelas pré-puberes e adultas de pequeno e
médio porte. Houve variagcdo no numero de foliculos pré-antrais entre ovarios da
mesma fémea. Esta variagcado foi observada em 80% das cadelas pré-puberes de
pequeno porte, em 20% das cadelas pré-puberes de médio porte; e em 40% das
adultas de pequeno porte e 70% das adultas de médio porte. Dentre as fémeas que
apresentaram maior variacdo, a quantidade de foliculos pré-antrais esteve entre
1.461 foliculos (ovario direito) e 57.707 foliculos (ovario esquerdo) nas pré-puberes
de pequeno porte, 358.482 foliculos (ovario direito) e 231.279 foliculos (ovario
esquerdo) nas pré-puberes de meédio porte, 76.586 foliculos (ovario direito) e
212.520 foliculos (ovario esquerdo) nas adultas de pequeno porte e 52.423 foliculos
(ovario direito) e 107.267 foliculos (ovario esquerdo) nas adultas de médio porte
(Figuras 4 e 5).

Avaliando-se somente o ovario direito, houve diferenca entre o
numero de foliculos pré-antrais entre fémeas pré-puberes de médio porte e adultas
de médio porte (p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenga entre a populagdo de
foliculos pré-antrais dos grupos avaliados, considerando somente o ovario esquerdo.

Figura 1 —Imagem fotografica de secgao histolégica do ovario evidenciando
foliculos primordiais em um aumento de 400x. Coloracao acido periodico
de Schiff (PAS) e hematoxilina.
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Figura 2 — Imagem fotografica de seccdo histolégica do ovario de cadela
evidenciando foliculos primarios, em um aumento de 400x. Coloragao

acido periédico de Schiff (PAS) e hematoxilina.

JUNpG 7
s

Figura 3 —Imagem fotografica de seccdo histoléogica do ovario de cadela
evidenciando foliculo secundario, em um aumento de 400x. Coloracao

(PAS) e hematoxilina.

com acido perioddico de Schiff
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Tabela 1 —Mediana = EP de foliculos pré-antrais nos ovarios de cadelas pré-
puberes e adultas de pequeno e médio porte.

Numero de Foliculos Pré-antrais por Fémea

Grupos
Primordial Primario | Secundario Total
Pré-puberes pequeno porte (£ 46.954 + 1.819 % , | 01.611%
b 627 + 365 b

5,51kg, n=20) 17.6342 2.112° 18.577°

143.562
Pré-puberes médio porte ( 131125 4.245 + 1.609 £

+

12,65kg, n=20) 20.210° 1.704% 5842

21.718%
Adultas pequeno porte (+ 47.150 2.345 £ 1.297 £ 49.546 +
6,52kg, n=20) 10.532° 4592 2842 10.951°
Adultas médio porte  (* 24.345 + 2032+ 1.553 £ 28.090
13,23kg, n=20) 14409° 1.173° 393? 15.705°

Medianas seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

Tabela 2 —Mediana + EP do numero de foliculos pré-antrais dos ovarios (direito e
esquerdo) de cadelas pré-puberes e adultas de pequeno e médio porte

Numero de Foliculos Pré-antrais por Ovario

porte (+ 12,65kg, n=20)

Grupos

Direito Esquerdo
Pré-puberes pequeno 53.723 + 28 045 51.612 + 25.867
porte (+ 5,51kg, n=20)
Pré-puberes médio 156.446 + 35.010° 130.210 + 27.258

Adultas pequeno porte
(x 6,52kg, n=20)

58.793 + 10.801%

47.706 = 19.506

Adultas médio porte
(x 13,23kg, n=20)

42.373 + 14.174°

23.382 + 28.624

Medianas seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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Figura 4 — Graficos demonstrando a variagdo no numero de foliculos pré-antrais nos
ovarios de fémeas pré-puberes de pequeno porte (A), pré-puberes de
médio porte (B)
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Figura 5 — Graficos demonstrando a variacdo no numero de foliculos pré-antrais nos
ovarios de fémeas adultas de pequeno porte (A),adultas de médio porte
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5.1.4 Discussao

Pela primeira vez foi realizado um estudo comparativo da populacéo
de foliculos pré-antrais entre cadelas pré-puberes e adultas, contribuindo para
elucidar o numero de foliculos pré-antrais nesta espécie; embora alguns estudos
sobre a estimativa populacional de foliculos pré-antrais, sejam encontrados na
literatura [15;16], estes ndo consideraram as diferencas de idade, porte dos animais

e ovarios "direito-esquerdo".
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Neste estudo o numero médio de foliculos pré-antrais encontrados
em cadelas pré-puberes (n=40) foi de 107.152 e em cadelas adultas (n=40) foi de
60.461. Observou-se uma média (n=80) de 83.812 foliculos pré-antrais, sendo que a
média encontrada por Dolezel et al. (2004) foi de 474 e por Rolo (2012) foi de 47.900
foliculos pré-antrais. No entanto, Dolezel et al. (2004) utilizaram imunohistoquimica,
considerando que somente 20 campos (50 mm? do ovario) foram observados. Ja
Rolo (2012) detectou 47.900 foliculos pré-antrais em um dos ovarios, por processo
histoloégico com fixador Carnoy, enquanto nosso trabalho avaliou ambos os ovarios.

A analise de um so6 ovario teria subestimado ou superestimado os
resultados obtidos, comparado com a avaliagao do par de ovarios devido a grande
variagdo individual. Entretanto, caso tivesse sido utilizado somente o ovario
esquerdo, os resultados seriam diferentes dos encontrados quando utilizado a
somatéria dos dois ovarios, pois ndo seria observada nenhuma diferenga entre os
grupos. Da mesma forma analisando somente o ovario direito, obtivemos uma
diferenca somente entre fémeas pré-puberes de médio porte e adultas de médio
porte (p<0,05), diferente do resultado quando utilizado o par de ovarios. A analise de
somente um dos ovarios nao constataria a grande variagdo individual entre os
ovarios, que compreende extremos de 1.461 a 358.482, que ocorreram nos grupos e
entre cadelas do mesmo grupo. Esta consideracdo é importante, ja que muitos
trabalhos utilizam somente um dos ovarios ou os utiliza aleatoriamente, sendo que o
maior numero de odcitos recuperados otimizaria os experimentos em biotecnologia.

Fémeas pré-puberes e adultas com no maximo cinco anos foram
usadas visando obter informacdes a respeito da populacdo folicular antes do
primeiro estro e antes do possivel declinio das fun¢des ovarianas. Os grupos foram
subdivididos, pois as fémeas de menor porte possuem um intervalo entre estro
menor que as fémeas de maior porte [17], assim, optou-se por investigar se estas
fémeas possuiam maior numero de foliculos em seus ovarios, visto que ha em
média dois estros por ano, enquanto fémeas de médio e grande porte entram em
estro em média uma vez ao ano [18]. Rolo (2012), utilizou 10 cadelas de ragas
distintas com idade entre 6 meses a 8 anos nao considerou a diferenca de status
reprodutivo e porte. Dolezel et al. (2004) descreveram que as fémeas mais jovens (<
6 anos) apresentaram uma quantidade maior de foliculos do que as fémeas mais
velhas (7 a 11 anos), sem considerar porte e status reprodutivo. Desta forma, temos

a seguranga de nossos dados serem representativos, devido a quantidade de
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ovarios obtidos e pela separagdo dos grupos em diferentes portes e status
reprodutivo.

Optou-se também na utilizacdo de fémeas de menor porte, pois sao
de facil manipulagdo e custo da cirurgia ser menor, além de contribuir para a
diminuicdo do risco de doengas e tumores de mamas nas fémeas pré-puberes, ja
que foram cadelas sem raca definida e oriundas de programa de posse responsavel.
A possibilidade de obtencdo de odcitos ser maior nas fémeas de pequeno porte
facilitara e direcionara o uso dessas cadelas em programas de biotecnologia.

Neste trabalho, a realizacdo de cortes seriados de 5 um a cada 70
seccdes possibilitou a visualizagdo da maioria dos foliculos. Rolo (2012) realizou
cortes seriados de 5um a cada 120 secgdes, no entanto utilizando cortes maiores ou
seccoes maiores, a possibilidade de perder foliculos aumenta, assim como cortes
muito proximos, como realizados por Diagone et al. (2008) aumenta a chance de
contar o mesmo foliculo, visto que um foliculo primordial tem um tamanho médio de
25um.

Os foliculos primordiais foram as estruturas predominantes (92,2%),
seguidos pelos foliculos primarios e secundarios, corroborando com os resultados
descritos por outros autores e também em outras espécies [10, 16]. Este achado
demonstra que a populacédo de foliculos primordiais estda em maior quantidade no
ovario e por esta razdo a utilizagado destes foliculos em biotecnologia da reprodugéo
assistida, poderia explicar a dificuldade encontrada na maturagao oocitaria in vitro,
visto que os odcitos primordiais necessitam de mais tempo e provavelmente
possuem maiores exigéncias para a maturagao efetiva.

A comparagdo numérica e ndo apenas a significancia estatistica no
caso da populagao folicular em cadelas € interessante, pois a variacdo entre
individuos é extremamente grande dificultando a aplicagdo de qualquer modelo
estatistico, principalmente por serem fémeas castradas em um programa de controle
de natalidade, onde na maioria das vezes nao possuem informacdes a respeito do
historico familiar e reprodutivo, além de nao apresentar padrao racial.

Em fungcdo dos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que
houve grande variagdo entre os grupos (pré-puberes e adultas de pequeno e meédio
porte) e entre individuos do mesmo grupo. A utilizagdo de odcitos de cadelas pré-
puberes em programas de biotecnologias da reprodugdo seria mais interessante

devido a maior quantidade de foliculos pré-antrais ovarianos. Por fim, recomenda-se
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considerar a grande variabilidade entre os ovarios direito e esquerdo, pois a
utilizacdo de apenas um deles pode subestimar ou superestimar a populagao

folicular ovariana.
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5.2 ARTIGO 2

INCIDENCIA DE FOLICULOS MULTIOOCITOS EM OVARIOS DE CADELAS PRE-
PUBERES E ADULTAS DE PEQUENO E MEDIO PORTE?

N.T. Lunardon; K.C. Silva-Santos; M.A.O. Mugoucah; G.T. Dessunti; R.C. Justino;
M.M.Seneda; M.I.M. Martins®

Este artigo cientifico esta de acordo com as normas para a publicagdo na
Reproduction in Domestic Animals, conforme o site:
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/%28ISSN%291439531/homepage/ForA

uthors.html

Resumo: Os foliculos de mamiferos, na maioria dos casos, contem somente um
o6cito por foliculo, mas podem existir foliculos com mais de um odécito, que sao
chamados de foliculo multiodcito ou poliovular. O objetivo deste trabalho foi estimar
a incidéncia de foliculos multioocitos em ovarios de fémeas caninas pré-puberes e
adultas de pequeno e médio porte. Oitenta ovarios provenientes de quarenta fémeas
caninas (pré-puberes, n=20; adultas, n=20), de pequeno e médio porte, foram
obtidos por ovariohisterectomia eletiva. Imediatamente apds a obtengao, os ovarios
foram imersos em fixador Bouin para processamento histolégico. Posteriormente os
ovarios foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol, embebidos em parafina
e cortados seriadamente a intervalos de 5 uym. Cada 70° secgdo histologica,
montado uma lamina com o tecido e corada com acido periédico de Schiff (PAS) e
hematoxilina. Foi usado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
comparagao entre os grupos, considerando significativo p<0,05. Entre as fémeas
avaliadas 55% apresentaram foliculos multio6citos e a maioria continha duas a trés
células germinativas, mas ocasionalmente, foliculos com até 12 odcitos foram
observados. Os resultados (mediana £ erro padrdo) demonstraram que as fémeas
pré-puberes de médio porte apresentaram uma quantidade maior de foliculos
multiodcitos (91 £ 21) comparado com as adultas de médio porte (11 + 28) e nado
houve diferenga entre as fémeas pré-puberes de pequeno porte (46 + 31) e adultas
de pequeno porte (102 + 43). Concluindo, as fémeas pré-puberes independente do
porte, apresentaram maior frequéncia de MOFs (14/20) do que as fémeas adultas
(8/20).

Palavras-chave: Ovario. Multioocitos. Cadelas

% Universidade Estadual de Londrina, Laboratorio de Reproducdo Animal DCV-CCA, Londrina,
Parana, Brasil.
® Corresponding author: imartins@uel.br — M.I.M. Martins



41

5.2.1 Introdugao

Em foliculos de mamiferos, na maioria dos casos, contém somente
um oocito. Entretanto, podem existir foliculos com mais de um odcito no seu interior,
que sao chamados de foliculos multio6citos (MOF) ou poliovular (Payan-Carreira e
Pires, 2008, Silva-Santos et al., 2011). Na literatura, os MOFs foram descritos desde
1926, por Hartman, mas trabalhos subsequentes contribuiram para verificar que os
multiodcitos estdo presentes em uma gama de espécies, entre elas cadelas,
coelhas, gatas e jacarés (Telfers e Gosden, 1987).

A frequéncia de MOFs é espécie e individuo dependente (Silva-
Santos et al., 2011). Alguns autores relatam que no inicio da vida reprodutiva, as
cadelas apresentam maior numero de MOFs do que animais idosos, embora outros
nao relatem diferenga no numero de MOFs entre fémeas jovens e adultas (Payan-
Carreira e Pires, 2008; Stoker et al., 2008). Em mulheres e camundongas os MOFs
sao raros (< 3%), entretanto em cadelas representam cerca de 14% da populagéo
folicular. O numero de odcitos no interior do MOF varia entre as espécies, conforme
revisao realizada por Silva-Santos em 2011: de 2 a 24 odcitos em coelhas, 2 a 9 em
cabras, 2 a 17 em cadelas e de 2 a 9 em vacas.

Trés suposi¢cdes poderiam explicar a existéncia de MOFs: a divisao
de um odcito, a fusao de varios foliculos diferentes ou a ndo separagao de varios
conjuntos de oogdnias nos corddes sexuais. Esta ultima hipdtese é a considerada
mais provavel, pois nao se trata de um fendmeno patolégico, mas de um
“‘polimorfismo” devido ao desequilibrio entre o numero de células somaticas e
germinativas (Reynaud, 2010).

O objetivo deste estudo foi comparar a populagdo de foliculos

multiodcitos de cadelas pré-puberes e adultas, de pequeno e médio porte.

5.2.2 Material e Métodos

5.2.2.1 Principios éticos

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos de

Pesquisa em Animais e sob a anuéncia da Comissdo de Etica no Uso de Animais
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(CEUA) da Universidade Estadual de Londrina — PR, registrado sob processo n°
CEUA 24531.2011, aprovado em reuniao realizada em 2012.

5.2.2.2 Animais e obtenc¢ao dos ovarios

Foram utilizados 80 ovarios provenientes de 40 cadelas, colhidos de
dois grupos, fémeas pré-puberes e adultas, apds a ovariohisterectomia eletiva [7].
Os grupos foram separados em dois subgrupos de acordo com o peso, porte
pequeno (5,7 £ 0,4) e médio (12,3 + 0,6).

Dados em (mediana + erro padrao), as cadelas pré- puberes de
pequeno porte apresentaram (8 £ 0,4) meses de idade, e (5,5 + 0,6) kg de peso, ja
as pré-puberes de médio porte estavam com (8 + 0,6) meses de idade e (11,4 £ 0,9)
kg. As cadelas adultas de pequeno porte possuiam (2 + 0,4) anos de idade e (6,4 £
0,4) kg, enquanto as adultas de médio porte estavam com (2 + 0,3) anos de idade e
(12,7 £ 0,7) kg.

As cadelas ovariohisterectomizadas foram oriundas de um programa
de controle de natalidade, e n&o apresentavam patologia uterina e ovariana

detectavel macroscopicamente.

5.2.2.3 Processamento histolégico

Imediatamente apds a obtencado dos ovarios, estes foram lavados
em solucdo salina 0,9%, imersos em fixador Bouin, preparado com 0,9% acido
picrico, 9% formaldeido e 5% acido acético (Crookham e Dapson, 1991), por 24
horas a 4°C e posteriormente transferidos para o alcool 70% até o processamento
histoldgico.

Os ovarios foram desidratados em concentracbes crescentes de
alcool e diafanizados em xilol. Posteriormente, infiltrados e embebidos em parafina.
Apos a inclusdo em parafina, foram realizados cortes seriados de 5 pym de
espessura (Diagone et al.,, 2008) em micrétomo rotativo (RM2255, Leica ®, Leica
Biosystems Melbourne Pty LTD, Wetzlar, Alemanha). A cada 70° secgao histologica,
o tecido foi colocado em lamina de vidro e corado com acido periodico de Schiff
(PAS) e hematoxilina para analise estrutural em fotomicroscépio (Silva-Santos et al.,

2011). Todos os procedimentos foram realizados pelo mesmo operador.
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5.2.2.4 Classificagao dos foliculos multiodcitos pré-antrais

Os MOFs pré-antrais foram classificados de acordo com o estadio
de desenvolvimento em primordiais, uma unica camada de células da granulosa de
formato pavimentoso circundando o odcito; primarios, uma unica camada de células
da granulosa de formato cubico envolvendo o o0d6cito; ou secundarios, odcitos
envolvidos por duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cubico
(Hulshof et al.,1994).

As secgbes foram examinadas em um microscopio de luz (L2000,

Bioval, Bioquimica, Sao Paulo, Brasil).

5.2.2.5 Quantificacao folicular

O numero de MOFs pré-antrais foi estimado pela contagem dos

foliculos em cada secgao, usando o nucleo do oécito como referéncia.

5.2.2.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Bioestat 5.0
(Ayres et al., 2007). Como ndo houve distribuicdo normal, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para comparagao entre os grupos. Para

todas as avaliagdes p<0,05 foi considerado significativo.

5.2.3 Resultados E Discussao

Entre as fémeas avaliadas 55% apresentaram foliculos multiodcitos.
Os MOFs foram observados em todos os grupos, pré-puberes de pequeno porte
(7/10), pré-puberes de médio porte (7/10), adultas de pequeno porte (5/10) e adultas
de médio porte (3/10). As fémeas pré-puberes independente do porte, apresentaram
maior incidéncia de MOF’s (14/20) do que as fémeas adultas (8/20). A quantidade de
foliculos multiodcitos diferiu entre fémeas pré-puberes de médio porte e adultas de
médio porte (p<0,05), como representado na Tabela 1. A maioria dos MOFs continha
duas a trés células germinativas, mas ocasionalmente, foliculos com até 12 odcitos

foram observados.
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Cadelas pré-puberes apresentaram maior frequéncia de MOFs
primordiais (48,8% em pré-puberes de pequeno porte e 45,6% em pré-puberes de
médio porte). Ja nas cadelas adultas, foram observados em maior frequéncia MOFs
secundarios (47,0% em cadelas adultas de pequeno porte e 59,4% em cadelas

adultas de médio porte).

Tabela 1 —Mediana £ EP do numero de foliculos multiodcitos pré-antrais de cadelas
pré-puberes e adultas de pequeno e médio porte.

Numero de MOF's por Fémea
Grupos Primordial Primario Secundario Total
Pré-puberes pequeno porte 46 +
(n=7) 29 + 15% 15+ 12 11+4 31°
Pré-puberes médio porte (n=7) 36 + 13° 2245 3146 91 + 21°
102 £
Adultas pequeno porte (n=5)
16 + 13%° 14+ 12 23 + 21 43°°
Adultas médio porte (n=3) 8+3° 1+7 2+19 11 + 28°

Medianas seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Neste trabalho foram observados MOFs em 70% dos ovarios de
cadelas pré-puberes e somente 40% dos ovarios de cadelas adultas, semelhante ao
relatado anteriormente (Telfers e Gosden, 1987; Payan-Carreira e Pires, 2008).
Telfer e Gosden (1987) relataram uma frequéncia MOFs 14% em cadelas de 1 a 2
anos de idade, e apenas 5% em animais com mais de 7 anos. Ja Payan-Carreira e
Pires (2008) para os mesmos grupos etarios, a prevaléncia MOFs foi de 50% e
24,4%.

Os efeitos da idade aparentemente nao influenciam entre espécies,
porém na cadela, as informagdes sé&o controversas, a maior parte dos trabalhos
conclui que a quantidade de multioocitos diminui conforme aumenta a idade (Telfers
e Gosden, 1987; Payan-Carreira e Pires, 2008).

O fato das fémeas pré-puberes apresentar maior quantidade de

MOFs e maior incidéncia comparando com as adultas, pode ser explicado pela
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presenca dos MOFs depender do equilibrio de esteroides sexuais e gonadotrofinas
hipofisarias que podem estar afetado em fémeas mais velhas (Kent, 1959; Graham &
Bradley, 1971). Assim como também ha de se considerar que o ambiente ovariano
proporcionado por fémeas mais velhas néo seria suficiente para o crescimento dos
MOFs (Telfer e Gosden, 1987). Porém, considerando a hipétese de que a populagao
de foliculos é pré-determinada e que os MOFs seriam resultados de polimorfismo
durante a foliculogénese, sendo este evento dependente ou n&o de esterdides e
gonadotrofinas, a redu¢cdo dos MOFs nas cadelas mais velhas seria pela reduc¢ao do
pool de reserva desses foliculos (Telfer e Gosden,1987).

Nos trabalhos disponiveis, os autores ndo compararam animais de
portes diferentes (Telfer e Gosden, 1987; Payan-Carreira e Pires, 2008), em nosso
estudo foi comparado fémeas de pequeno e médio porte, porém nao houve
diferenca entre os portes na incidéncia e quantidade de MOFs, ou seja, o porte
neste caso nao interferiu na produgao de MOFs.

Os estudos dos MOFs em cadelas atrai interesse também pela
possivel contribuicdo desses foliculos no tamanho da ninhada. Em um estudo
utilizando avaliagdo morfolégica do ovario de cadelas gestantes o numero de corpos
luteos nos ovarios foi menor do que o numero de fetos, sugerindo a ovulagao de
MOFs, no entanto ainda sao necessarios estudos para verificar a relagdo entre a
fertilidade da cadela e a presenca de MOFs (Payan-Carreira e Pires, 2008).

Embora as estruturas sejam tipicamente descritas no inicio da
foliculogénese, ha uma excasses de informacdées sobre MOFs. A utilizagdo dos
MOFs obtidos de ovarios de ratas, na fecundacao in vitro, ja foi realizada por Iguchi
et al (1991) e conseguiram fazer com que oécitos de MOFs chegassem até o estadio
de blastocisto, porém in vivo ainda fica a duvida se poderiam ovular.

Concluimos que houve maior quantidade de MOFs em cadelas pré-
puberes de médio porte comparado a cadelas adultas de médio porte. A maioria dos
MOFs possuiam 2 oécitos por foliculo e estavam em maior quantidade nos foliculos
primordiais. Para esclarecimentos sobre a fisiologia dos MOFs e também a futura
utilizacdo deles em biotecnologias da reproducgao, seria interessante a utilizagao de
fémeas pré-puberes, visto que estas apresentaram uma quantidade maior de MOFs
em seus ovarios, embora o fator limitante seria o nimero maior em primordiais o0 que

poderia dificultar o cultivo.
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6 DISCUSSAO GERAL

Este estudo da populacao de foliculos pré-antrais entre cadelas pré-
puberes e adultas € o primeiro que considera o status reprodutivo e o tipo corpéreo
das fémeas, embora alguns estudos sobre a estimativa populacional de foliculos pré-
antrais, sejam encontrados na literatura, estes nao consideraram as diferencas de
idade e porte dos animais (Dolezel et al, 2004; Rolo, 2012).

Neste estudo o numero médio de foliculos pré-antrais encontrados
em cadelas pré-puberes (n=40) foi de 107.152 e em cadelas adultas (n=40) foi de
60.461, enquanto a média (n=80) foi de 83.812 foliculos pré-antrais, distinguindo de
outros estudos, ou seja, obtendo uma quantidade superior de foliculos pré-antrais.
Isto é devido a quantificacao ter sido realizada no par de ovarios de cada cadela.

Devido a grande variac&o individual, a aplicagao de qualquer modelo
estatistico foi dificultada, embora nao tenha sido observada diferenca significativa
entre a populagao de foliculos pré-antrais do ovario direito e esquerdo, a analise de
um so6 ovario teria alterado os resultados obtidos, comparado com a avaliacdo do
par. Esta consideragao é importante, ja que muitos trabalhos utilizam somente um
dos ovarios ou os utiliza aleatoriamente, sendo que o maior numero de oodcitos
recuperados € importante em experimentos em biotecnologia.

Os foliculos primordiais foram as estruturas predominantes (92,2%),
seguidos pelos foliculos primarios e secundarios, o que demonstra que a populagéo
de foliculos primordiais esta em maior quantidade no ovario. Esse fato poderia
explicar a dificuldade encontrada na maturagao oocitaria in vitro, visto que os odcitos
primordiais necessitam de mais tempo e provavelmente possuem maiores
exigéncias para a maturagao efetiva.

A comparagdo numérica e nao apenas a significancia estatistica no
caso da populagao folicular em cadelas é interessante, pois a variacdo entre
individuos é extremamente grande dificultando a aplicagdo de qualquer modelo
estatistico, principalmente por serem fémeas castradas em um programa de controle
de natalidade, onde na maioria das vezes nao possuem informacdes a respeito do
historico familiar e reprodutivo, além de ndo possuirem um padrao racial.

Neste trabalho foram observados MOFs em 70% dos ovarios de
cadelas pré-puberes e somente 40% dos ovarios de cadelas adultas, semelhante ao

relatado anteriormente (Telfers e Gosden, 1987; Payan-Carreira e Pires, 2008). Foi
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comparado fémeas de pequeno e médio porte, porém nao houve diferenga entre os
portes na frequéncia e quantidade de MOFs, ou seja, o porte neste caso nao
interfere na producao de MOFs.

Houve uma maior frequéncia de MOFs contendo 2 odcitos por
foliculo, no entanto foi encontrado foliculos com até 12 odécitos em seu interior,

porém alguns deles estavam degenerados.
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Em fungéo dos resultados obtidos conclui-se que:

Houve grande variacdo no numero de foliculos pré-antrais entre
0s grupos (pré-puberes e adultas de pequeno e médio porte) e
entre individuos do mesmo grupo.

Ndo se recomenda utilizar somente um dos ovarios para
estimar a populagéo de foliculos pré-antrais em cadelas, devido
a grande variabilidade individual entre os ovarios, o que pode
subestimar ou superestimar os resultados.

Houve maior quantidade de MOFs em cadelas pré-puberes de

meédio porte comparado a cadelas adultas de médio porte.



