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CONSERVACAO DE TECIDO OVARIANO EQUINO EM DIFERENTES
TEMPERATURASE PERIODOS DE TEMPO

RESUMO - O objetivo do trabalho foi testar o efeito de diferentes temperaturas e tempos de
conservacdo em PBS (phosphate buffer saline) sobre a morfologia de foliculos pré-antrais
(FPA) inclusos em tecido ovariano equino. Foram utilizados ovérios de sete éguas de
diferentes idades, os quais foram divididos em fragmentos e distribuidos nos tratamentos:
controle; 4°C - por 18, 24 ou 30 h; 18°C - por 4, 8 ou 12 h €, 39°C - por 2, 4 ou 6 h. Parao
estudo in situ os fragmentos ovarianos foram fixados em Carnoy e processados para rotina
histol6gica, sendo utilizada a técnicado PAS para destague da membrana basal. As avaliagtes
foram feitas sob microscopia de luz. Considerando 0 pegqueno nimero de FPA encontrados
nos diferentes tratamentos, foram usadas andises ndo paramétricas. Na comparacdo dos
tempos dentro de cada temperatura, pelo teste de Kruskal-Wallis, verificou-se que ndo houve
variacdo significativa para o nimero de FPA dentro da classificagdo morfolégica. Foi
observada variagdo significativa entre éguas quanto ao nimero de FPA encontrados e sua
distribuicdo dentro das classes morfoldgicas. Conclui-se que devido ao pegueno nimero de
foliculos pré-antrais encontrado nos fragmentos de ovério equino, ndo foi possivel avaliar os

efeitos das diferentes temperaturas e tempos na conservacdo dessas estruturas.

Palavras-chave: égua, foliculo ovariano, refrigeracéo



CONSERVATION OF EQUINE OVARIAN TISSUE IN DIFFERENT
TEMPERATURESAND PERIODSOF TIME

ABSTRACT - The aim of this study was to test the effect of different temperatures and
storage times in PBS (phosphate buffered saline) on the morphology of preantral follicles
(FPA) enclosed in mare ovarian tissue. Ovaries from seven mares of different ages were used,
which were divided into fragments and distributed among treatments. control, 4°C - for 18, 24
or 30 h, 18°C - for 4, 8 or 12 h, 39°C - 2, 4 or 6 h. For in situ study ovarian fragments were
fixed in Carnoy and processed for classical histology, using the PAS technique for analysis of
the basement membrane. Evaluations were made under light microscopy. Considering the
small number of preantral follicles found in the different treatments, non-parametric tests
were used. Comparing the times within each temperature, using the Kruskal-Wallis test, we
found that there was no significant difference related with the number of preantral folliclesin
the morphological classification. We observed difference (p<0.05) among mares on the
number and distribution of FPA found within morphologica classes. It was concluded that
due to low number of preantral follicles found in the equine ovary, it was not possible to

assess the effects of different temperatures and times in the conservation of these structures.

Keywor ds. mares, ovarian follicle, cooling



1. INTRODUGCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho equino da América Latina e o quarto em nivel
mundial, movimentando R$ 7,3 bilhdes com o Agronegocio Cavalo e gerando
aproximadamente 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (MAPA, 2011).

Segundo Pimentel e Carneiro (2008) a biotecnologia da reproducéo compreende
todas as técnicas utilizadas como ferramentas para aumentar a eficiéncia reprodutiva dos
animais. Neste sentido, vérias biotécnicas tém sido empregadas na reproducdo de equinos.
Dentre elas pode-se citar a inseminagéo artificial, transferéncia de embrides ou de ovocitos,
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide e a clonagem.

Ao longo dos ultimos anos as biotécnicas reprodutivas tiveram uma grande melhoria,
especialmente nas espécies destinadas a produgdo, portanto que tém importancia econdmica,
ou naguelas em risco de extingdo. O primeiro avo de estudos sobre a biologia reprodutiva
envolveu espermatozoides e embrides. Recentemente, estudos sobre o gameta feminino tém
recebido mais interesse em quase todas as espécies (Carrijo Jr et al., 2010). Isto porque,
considerando-se os milhares de foliculos pré-antrais presentes em um Unico ov&io, a
recuperacdo e cultivo desses ovocitos podera otimizar a maturagéo e fecundagéo in vitro para
fins de utilizacdo em programas de transferéncia embrionéria, transgenia e clonagem
(Figueiredo et al., 2008). Assim, o desenvolvimento de protocolos de conservagdo dos
foliculos pré-antrais, por um periodo de tempo, € fundamenta para o sucesso da
criopreservacao e/ou cultivo folicular in vitro. Contudo, para o aproveitamento maximo deste
pool de ovdcitos faz-se necessaria a manutencédo da viabilidade folicular durante o transporte
do ovério do local de coleta até o laboratorio, bem como durante as manipulagfes in vitro.

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas para definir um protocolo de conservacéo
do tecido ovariano em diferentes espécies, porém até o presente momento testes visando a
conservagao, criopreservacdo e cultivo de foliculos pré-antrais equinos ndo foram realizados.
Neste sentido, a necessidade de implantar e desenvolver os procedi mentos de manipulacdo de
tecido ovariano na espécie equina sdo de fundamental importancia uma vez que 0s equinos
estdo inseridos em contextos socio-econdmicos e culturais da populagéo mundial .

Para um melhor entendimento da fungdo ovariana serdo abordados temas
relacionados a classificagéo dos folicul os, foliculogénese, populacédo folicular, perdafolicular,
morfologia do ovario mamifero e equino e a conservacdo de tecido ovariano em curto prazo,

aspectos que demonstram a importancia da presente proposta de trabal ho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Foliculos Ovarianos
O foliculo € a unidade morfofuncional do ovério sendo constituido por um ovécito

circundado pelas células somaticas da granulosa e tecais. De acordo com o grau de evolucéo
podem ser divididos em: a) foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios e b) antrais ou cavitarios,
sendo a populagdo folicular constituida de 90-95% de pré-antrais. A diferenca entre estes dois
grupos esta na presenca de uma cavidade (antro) nos foliculos antrais, que contém o fluido
folicular. Este possui componentes do plasma sanguineo e produtos secretados pelas células
da granulosa, estando presentes glicosaminoglicanos, vérias proteinas inclusive aguelas
ligantes de esteroides e atas concentracbes de progesterona, androgenos e estrogenos
(Junqueira& Carneiro, 2004).

Os foliculos pré-antrais podem ser classificados em primordiais, intermediarios,
priméarios e secundarios, ou antrais sendo eles os terciarios e pré-ovulatérios (Figueiredo et
a., 2008; Figura 1).

Figura 1. Representacdo de foliculos ovarianos. Foliculos pré-antrais. (A) primordial; (B)
intermediério, apresentando células pavimentosas e clbicas; (C) primério e (D)
secundario. Foliculo antral: (E) pré-ovulatério. CG: células da granulosa


http://jcem.endojournals.org
/content/89/11/5321.full

2.1.1. Foliculos pré-antrais

Osfoliculos pré-antrais constituem o pool de reserva ovariano ndo renovével, que seré
utilizado ao longo da vida reprodutiva da fémea (Silva-Santos et al., 2011). Estes podem ser
diferenciados entre si pela forma e nimero de camadas de células da granulosa que circundam
0 ovacito imaturo (Figueiredo et al., 2008).

2.1.1.1. Foliculos primordiais
Os foliculos primordiais sdo os primeiros formados no ovério (Eppig & O’Brien,

1996) e consistem de um ovécito central, circundado por uma Unica camada de células da pré-
granulosa de forma pavimentosa, delimitados por uma membrana basal (Braw-Tal & Y ossefi,

1997), que os separa do estroma ovariano (Gordon, 1994).

2.1.1.2. Foliculosintermediérios
Quando os foliculos possuem um ovacito circundado por células da granulosa com

formatos pavimentoso e cubico (Figueiredo et al., 2008).

2.1.1.3. Foliculos primarios
Caracterizam-se pela presenca de um ovécito imaturo central, circundado por uma

camada de céulas da granulosa de forma cubica (Hulshof et al., 1994). Neste estédio ainda
ndo sdo observadas céulas tecais diferenciadas, mas podem apresentar a zona pellcida em
formacgéo (Cortvrindt & Smitz, 2001).

2.1.1.4. Foliculos secundarios
Os foliculos secundarios sdo caracterizados por apresentarem o0 ovdcito central,

circundado por duas ou mais camadas de células da granul osa de forma ctbica (Hulshof et al.,
1994), ja podendo ser evidenciadas a zona pellcida e a camada de células tecais (Van Den
Hurk & Bevers, 1997).

2.1.2. Foliculos antrais
Os foliculos antrais compreendem os terci&rios e os De Graaf, que correspondem

aqueles maduros ou pré-ovulatérios. Os foliculos terciarios apresentam multiplas camadas de
células da granulosa, acimulo de fluido folicular e a corona radiata, enquanto os maduros
caracterizam-se pela presenca do complexo ovocito cumulus oophorus (Figueiredo et al.,
2008).



2.2. Foliculogénese
A foliculogénese pode ser definida como o processo de formagdo, crescimento e

maturacdo folicular, iniciando com a formac&o do foliculo primordial e culminado com o
estadio de foliculo pré-ovulatério (Saumande, 1981).

O ovdécito ndo é apenas um receptor de agles parécrinas oriundas das células vizinhas
na fase pré-antral e durante a foliculogénese. Ele participa ativamente na inducdo da
proliferacéo e diferenciacdo das células da granulosa (Gilchrist et al., 2004). Para tanto, a
comunicagdo intercelular é proporcionada por processos citoplasméticos trans-zonais (TZP) e
pela secrecdo de mediadores paracrinos.

Os TZPs sdo extensdes das células da granulosa que penetram através da zona
pellcida e atingem a membrana do ovacito, onde jungdes do tipo gap permitem o transporte
bidirecional de moléculas reguladoras (Albertini et al., 2001). JA a comunicacdo paracrina
entre 0 ovaocito e as células da granulosa, embora também bidirecional, é mediada por vérios
fatores de crescimento produzidos por ambos os tipos celulares, como a ativina, fator de
crescimento e diferenciagdo-9 (GDF-9), fator de crescimento semelhante ainsulina-1 (IGF-1),
kit ligant (KL) ou fator de células tronco (SCF), fator de crescimento epiderma (EGF),
proteinas morfogenéticas Osseas (BMP-15), estradiol, fator de crescimento fibrobléastico
(FGF), fator de crescimento de queratindcitos (KGF), fator de crescimento e transformagéo-o.
e B (TGF-a e B) neurotrofinas, peptidio intestinal vasoativo (VIP) e fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) (Silvaet a., 2011).

2.3. Populacéo folicular ovariana
O estoque finito e ndo renovavel de células germinativas é considerado como uma

premissa basica da fisiologia da reproducéo de fémeas. O declinio progressivo do nimero de
ovocitos ao longo da vida pés-natal ocorre principalmente por mecanismos apoptoéticos
(Seneda & Bordignon, 2007).

Em muitos mamiferos a populacéo folicular ovariana € estabelecida ainda na vida intra-
uterina (primatas e ruminantes — Knight & Glister, 2006) ou em um curto periodo de tempo
ap6s o nascimento (roedores — Ojeta et al., 2000). Por outro lado, trabalhos tém demonstrado
mecanismos envolvidos na formag&o de novas células germinativas e foliculos na mulher
(Bukovsky et a., 2005) e camundonga adulta (Johnson et al., 2004). Esses autores

demonstraram indicios da continuidade da ovogénese e foliculogénese no periodo pos-natal,



pela atuacdo de células-tronco ovarianas. Foi evidenciada a presenca de proteinas especificas
do inicio da meiose em ovérios de camundongas adultas. De acordo como o conceito atual, a
expressdo dessas proteinas deveria ocorrer apenas durante a vida intra-uterina (Seneda &
Bordignon, 2007). Independente disso a populacéo folicular difere entre as espécies, sendo de
aproximadamente 1.500 na camundonga (Shaw et al., 2000), 160.000 na ovelha (Amorim et
al., 2000), 35.000 na cabra (Lucci et a., 1999), aproximadamente 2.000.000 na mulher
(Erickson, 1986) e 35.000 na égua (Driancourt et a., 1982), destacando-se uma forte variacéo
individual (Ksiazkiewicz, 2006).

2.4. Perdafolicular
Ao longo da vida do animal ocorre uma reducdo ordenada, geralmente exponencial, no

numero de foliculos pré-antrais (Shaw et a., 2000). Somente uma pequena parte (0,1%) dos
foliculos primordiais chega a0 estadio de ovulagdo (Nuttinck et a., 1993), pois a maioria

(99,9%) torna-se atrésica durante as fases de crescimento e maturagdo (Otala et a., 2002).

24.1. Atresia
A aresia, apesar de causar a perda de vérios foliculos, € um evento crucial para a

manutencdo da homeostase ovariana em mamiferos, assegurando a ciclicidade das fémeas e
prevenindo o desenvolvimento de multiplos embrides durante a gestacdo (Amsterdam et a.,
2003). A atresia € um fenbmeno natural comum a todos as espécies domesticas, podendo
ocorrer em qualquer estédio do desenvolvimento folicular, sendo mais comum nos estadios
antrais mais avancados (Glamoclija et al., 2005). Este processo é caracterizado por
interrupcdo da mitose nas células da granulosa, separacdo das células da granulosa da
membrana basal e morte do ovdcito. Ela pode ocorrer por via apoptotica ou degenerativa,
fazendo com que o ové&rio sga um 0Orgdo de baixissma produtividade (Markstrom et al.,
2002).

O processo de atresia usuamente difere entre foliculos pré-antrais e antrais. Em
foliculos pré-antrais as primeiras aterages indicativas de atresia ocorrem no ovocito, como
por exemplo, retracdo da cromatina nuclear e fragmentagcdo ovocitéria, 0 que desencadeia o
processo de eliminagdo irreversivel dos foliculos ovarianos neste estédio de desenvolvimento
(Morita & Tilly, 1999). E importante ressaltar que apds a formagao da cavidade antral ocorre
uma ateracdo na sensibilidade do ovacito e das células da granulosa. A partir deste estédio o
ovocito torna-se altamente resistente e as primeiras alteraces indicativas de atresia sdo

observadas nas células da granulosa (Jorio et a., 1991).



2.4.2. Apoptose
A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um evento

geneticamente determinado, ou sgja, depende do balanco de genes pro e anti-apoptdticos, e é
observada nos foliculos ovarianos durante toda a vida, incluindo a fase pré-natal (Hussein,
2005). A apoptose € geralmente mediada por mecanismos intrinsecos, podendo também ser
influenciada por fatores extrinsecos (Johnstone et a., 2002). Dentre os fatores que podem
levar a apoptose destacam-se 0 estresse oxidativo, irradiacdo, ativacdo de genes promotores
de apoptose, bem como danos no DNA, citocinas, proteinas virais e a deficiéncia de fatores de
sobrevivéncia da célula (Johnson et al., 2002).

As caracteristicas morfologicas da apoptose sd0 condensacdo periférica da cromatina
nuclear seguida pelo rompimento do citoesqueleto (Blondin et a., 1996). Em seguida, os
corpos apoptoticos sdo fagocitados pelas células vizinhas, sem ocorrer processo inflamatorio.
Durante todo o processo a permeabilidade celular permanece inalterada e as organelas

mantém sua integridade morfofuncional .

2.5. Ovario Mamifero

O ovéio mamifero (Figura 2) é um Orgdo composto por muitos tipos de células
diferenciadas, dentre elas, ovécitos, células da granulosa, da teca, luteais e do estroma
ovariano. Todos os componentes ovarianos trabalham em conjunto para promover um
ambiente idea para que a génada exerca as suas funcdes exdcrina e endécrina (Hafez &
Hafez, 2004). A funcdo exdcrina consiste da liberacdo de ovOcitos maturos aptos para a
fecundagdo, enquanto a enddcrina envolve a produgdo de horménios esterdides responsavels
pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundérias femininas, pela atividade
reprodutiva ciclica e pela manutencdo da gestacdo (Knight & Glister, 2006).

O ovario é composto de medula e cértex, sendo sua superficie envolta pelo epitélio
germinativo. Entre o cortex e o epitdio germinativo encontra-se a tunica albuginea rica em
fibras colagenas e desprovida de vasos sanguineos. No coOrtex ovariano se encontra a grande
maioria dos folicul os nos diferentes estadios de desenvol vimento, corpos hemorragico, Uteo e
albicans. A regido medular esta localizada na por¢do mais interna do ovério, com excegdo dos
equideos, sendo constituida por tecido conjuntivo como fibroblastos, fibronectina, colageno e
fibras reticulares, células musculares lisas, nervos, vasos sanguineos e linfaticos, responsaveis
pela nutricdo e sustentagdo do ovario, sua vascularizagdo modifica-se de acordo com o perfil

hormonal e € alterada durante o periodo pré-ovulatorio. As modificacBes hemodinamicas



parecem ser importantes no controle da funcéo e duragdo do corpo |Uteo. Modificacbes no
fluxo sanguineo precedem o declinio na secrecdo de progesterona, portanto sua reducdo do

causa regressao do corpo lUiteo (Hafez & Hafez, 2004).
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Figura 2. llustragéo de ovério mamifero com suas principais estruturas

2.6. Ovéario Equino

Ao ovéario equino podem ser atribuidas duas superficies (media e lateral), duas
bordas (dorsal ou fixada e ventral ou livre), e dois pdlos ou extremidades (cranial ou tubarico
e caudal ou uterino). O ovario tem forma de rim ou feijd com uma depressdo muito
proeminente, a fossa da ovulagéo, na regido do bordo ventral. Os pdlos sdo arredondados e o
cranial esta conectado a uma parte das fimbrias do oviduto. Pelo ligamento proprio do ovario

o pdlo caudal seligaaum ponto na extremidade do corno uterino (Ginther, 1992).

Estrutura interna

Por definicdo o cortex de um 0rgéo é a por¢cdo mais externa e a medula é a area
vascularizada e mais central como nos rins, glandulas supra-renais, o cérebro ou o ovario das
demais espécies. O ovério da égua adulta, no entanto, se destaca por sua disposi¢ao peculiar.
A camada cortical, também conhecida como zona parenquimatosa, localiza-se na porgao

central do 6rgdo. Ja a camada medular esta presente na porgao externa, fornecendo ao 6rgéo


http://academic.kellogg.edu/herbrandsonc/bio201_mckinley/f28-4a-d_ovary_c.jpg

equino sua distinta forma invertida (Figura 3). Desta forma, a ovulagdo nos equinos ocorre
apenas na fossa da ovulagdo e o epitélio germinativo esta limitado a essa reduzida regido do
oVario, que consiste No pegqueno espaco onde o cortex alcanca a superficie do érgéo (Ginther,
1992).

Na potra recém-nascida, entretanto, os ovarios tém formato oval e o epitdlio
germinativo cobre uma parte da superficie (Ginther, 1992). Walt et a. (1979) relatam que a
formacdo da fossa da ovulagdo no feto comega no inicio da gestagdo, quando a camada
cortical contrai-se da regido do hilo do ovério para o pélo oposto. O restante da superficie do
ovario caracteriza-se por tecido conjuntivo e mesotélio ndo modificado que tem como funcéo

prevenir a ovulacéo em outro local que ndo nafossa da ovulacéo.

Noequine Equine

% w7l

7
Al

- -
e Mesothelium
ol ¥ anmn

Surface
germinal
epithelium

Cortex Medula D

Figura 3. Comparacéo entre ovario ndo equino e equino, evidenciando a presenca da fossa da
ovulagdo e a inversdo das regibes medular e cortical no ovario equino. Fonte:
Ginther (1992)

2.7. Conservacao defoliculos pré-antrais

Visando evitar a enorme perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, vem sendo
desenvolvida a biotécnica de manipulagdo de ovécitos inclusos em foliculos pré-antrais
(MOIFOPA), que consiste no isolamento, conservacdo e cultivo folicular in vitro (Santos et
al., 2004).



Animais de dto valor genético, geramente, se encontram em locais distantes de
laboratérios especializados, portanto, quando existe a necessidade de se coletar material
germinativo, um protocolo adequado para o transporte deve ser adotado de forma a minimizar
a0 maximo os danos celulares.

Na dependéncia da distancia e forma de remessa do material utilizado, o transporte pode
requerer um periodo maior de tempo. Nestes casos, o resfriamento é usado, pois areducdo da
temperatura tecidual proporcionara ao foliculo uma diminui¢cdo do metabolismo celular,
consequentemente reduzindo o consumo de energia e retardando o processo de degeneracéo
(Roy & Treacy, 1993). Portanto, o objetivo da preservacdo consiste em garantir que as células
permanecam com uma baixa taxa metabdlica durante o periodo de estocagem, a fim de que
possam ser resgatadas para continuar 0 seu desenvolvimento in vitro. Entretanto, para que isso
sgja possivel, mesmo apos longos periodos de preservagdo, alguns fatores essenciais para a
sobrevivéncia das células devem ser levados em consideragéo, tais como: escolha do meio
utilizado durante o processo de resfriamento, temperatura e tempo de preservacéo (Santos et
al., 2004).

Diferentes solugdes e meios tém sido utilizados para a preservacéo de foliculos pré-
antrais, podendo ser citados como exemplos: solugdo Braun-Collins (Carvalho et a., 2001),
PBS (Santos et al., 2002), solucéo a base de agua de coco (Lucci et a., 2004), solugdo salina
0,9% (Matos et al., 2004) e TCM 199 (Costa et a., 2005). Dentre os meios de conservacéo
empregados, 0 Meio Essencial Minimo (MEM) tem sido usado também no cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais em diferentes espécies mantendo a viabilidade folicular (Jewgenow et al.,
1998) e ativagdo de foliculos primordiais (Martins et al., 2005). Técnicas para armazenamento
de ovarios por um curto periodo foram desenvolvidas para caprinos (Silva et al., 2000),
ovinos (Andrade et a., 2002), bovinos (Lucci et a., 2004) e suinos (Lucci et a., 2007).
Nesses estudos as temperaturas de 4, 20 e 39°C foram testadas para preservacéo de foliculos
pré-antrais e, em geral, amais satisfatoria € a de 4°C. Os protocol os eficientes de conservacéo

de tecido ovariano em diferentes espécies estéo relacionados no Quadro 1



Quadro 1. Protocolo de conservagdo de tecido ovariano em curto prazo, nas diferentes

espécies, temperaturas, tempos e solucdes

Espécie  Temperatura Tempo Solucéo Autor
2h - Solugdo Salina
4°C - Braun-Collins
- Aguade coco
24 h - PBS
- TCM 199

- Agua de coco Silvaet . (2000)
- Solugdo Sdlina  Carvalho et al. (2001)

20°C
CAPRINO 4h -TCM 199 Ferreiraet al. (2001)
- Braun-Colins Santos et al. (2002)
- PBS
39°C
Resultados insatisfatorios
4°C 18h - Solugdo salina _
i Lucci et a. (2004)
20°C 6h - Aguade coco
- Solugédo Salina
4°C 24 h
- TCM 199
4h - Solucéo Salina
20°C
BOVINO 6h  -TCM 199
Celestino et al. (2007)
39°C _— Solucso Salina
- TCM 199
- Solugédo Salina
OVINO 4°C 24 h Matos et al. (2004)

- TCM 199




24 h - TCM 199

20°C
12h - Solucéo Salina
18h
4°C
SUINO Solug&o Salina Lucci et al. (2007)
20°C 6h

Além das espécies relacionadas no Quadro 1., a manutencdo da viabilidade de foliculos
pré-antrais também foi avaliada na espécie canina. Em experimento testando meio a base de
aguade coco em p6 e PBSde 3a9°C, por 12, 24 e 36 h, Lima et a. (2010) verificaram que a
solugcdo a base de &gua de coco mantém a viabilidade folicular por até 36 h, enquanto a
conservagao daintegridade destas células em PBS € mantida por até 24 h.

Durante o transporte dos ovarios para o laboratério a auséncia de aporte vascular
interrompe o0 suprimento de oxigénio e energia para os ovarios (Wongsrikeao et al., 2005).
Com o intuito de reduzir esses efeitos, a hipotermia gerada pelas baixas temperaturas (4 e
20°C) provoca uma reducdo do metabolismo celular, aumentando a resisténcia de foliculos a
diminuicdo da oferta de nutrientes e oxigénio durante a preservacdo in vitro (Silva et a.,
2003). Entretanto, a temperatura do metabolismo fisiologico (39°C) associada a baixa tenséo
de oxigénio, em estudos in vitro, leva a degeneracéo folicular em ovérios bovinos (Celestino
et a., 2007).

2.8. Manipulacéo de Foliculo Pré-antral Equino

A utilizagdo de ovocitos provenientes de foliculos pré-antrais em técnicas de
criopreservacao e posterior cultivo in vitro € uma excelente aternativa para a preservacéo e
propagacdo de reprodutoras valiosas como éguas de ato valor genético e de animais em vias
de extingdo, visto que estas células sdo0 mais tolerantes ao processo de criopreservacao por
possuirem algumas caracteristicas que as tornam menos vulneraveis as crioinjurias, como por
exemplo, 0 pegueno tamanho do ovdcito, menor nimero de células foliculares, baixo

metabolismo do ovécito, menor quantidade de lipideos intracitoplasméticos, auséncia de zona



pellcida nos estadios iniciais e 0 nicleo em vesicula germinativa (Oktay et a., 1998).
Entretanto, um fator limitante consiste na manutencéo da qualidade folicular apds remogéo e
transporte dos ovarios. Além disso, € inviavel a manipulagéo dos foliculos isolados em curto
periodo de tempo, afetando, desta forma, a viabilidade antes do cultivoin vitro. Assm, o
desenvolvimento de protocolos de conservacdo de foliculos pré-antrais é fundamental para o
sucesso da criopreservacdo e/ou cultivo folicular in vitro.

Neste sentido, a necessidade de implantar e desenvolver os procedimentos de
manipulacdo de tecido ovariano na espécie equina é da maior importancia uma vez que 0s
equinos estdo inseridos em contextos socio-econdmicos e culturais da populagdo mundial.
M étodos visando a conservacdo de foliculos pré-antrais foram desenvolvidos para as diversas
espécies de animais domésticos, no entanto, até o presente momento ndo ha relatos da adogdo
desta biotecnol ogia para 0 ovario equino.

O objetivo do presente trabalho foi testar o efeito de diferentes temperaturas e tempos
de conservacdo sobre a morfologia de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano

equino.
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Resumo

O objetivo do trabaho foi testar o efeito de diferentes temperaturas e tempos de
conservacdo em PBS (Phosphate buffer saline) sobre a morfologia de foliculos pré-antrais
(FPA) inclusos em tecido ovariano equino. Foram utilizados ovarios de sete éguas de
diferentes idades, os quais foram divididos em fragmentos e distribuidos nos tratamentos:
controle; 4°C - por 18, 24 ou 30 h; 18°C - por 4, 8 ou 12 h €; 39°C - por 2, 4 ou 6 h. Parao
estudo in situ os fragmentos ovarianos foram fixados em Carnoy e processados para rotina
histol 6gica, sendo utilizada a técnica do PAS para destaque da membrana basal. As avaliagdes
foram feitas sob microscopia de luz. Considerando 0 pegqueno nimero de FPA encontrados
nos diferentes tratamentos, foram usadas andlises ndo paramétricas. Na comparacdo dos
tempos dentro de cada temperatura, pelo teste de Kruska-Wallis, verificou-se que n&o houve
variacdo significativa para o nimero de FPA dentro da classificacdo morfolégica. Foi
observada variagdo significativa entre éguas quanto ao numero de FPA encontrados e sua
distribuicdo dentro das classes morfologicas. Conclui-se que devido ao pegueno nimero de
foliculos pré-antrais encontrado nos fragmentos de ovéario equino, ndo foi possivel avaliar os

efeitos das diferentes temperaturas e tempos na conservacdo dessas estruturas.



Palavras-chave: égua, foliculo ovariano, refrigeragdo

Abstract

The aim of this study was to test the effect of different temperatures and storage times
in PBS (phosphate buffered saline) on the morphology of preantral follicles (FPA) enclosed in
mare ovarian tissue. Ovaries from seven mares of different ages were used, which were
divided into fragments and distributed among treatments: control, 4°C - for 18, 24 or 30 h,
18°C - for 4,8 or 12 h, 39°C - 2, 4 or 6 h. For in situ study ovarian fragments were fixed in
Carnoy and processed for classical histology, using the PAS technique for analysis of the
basement membrane. Evaluations were made under light microscopy. Considering the small
number of preantral follicles found in the different treatments, non-parametric tests were used.
Comparing the times within each temperature, using the Kruskal-Wallis test, we found that
there was no significant difference related with the number of preantral follicles in the
morphologica classification. We observed difference (p<0.05) among mares on the number
and distribution of FPA found within morphological classes. It was concluded that due to low
number of preantral follicles found in the equine ovary, it was not possible to assess the
effects of different temperatures and times in the conservation of these structures.

Keywords: mares, ovarian follicle, cooling

I ntroducéo
Os foliculos pré-antrais constituem o pool de reserva ovariano ndo renovavel que sera
utilizado ao longo da vida reprodutiva da fémea (Silva-Santos et al., 2011), armazenando
assim a grande maioria dos ovoécitos presentes nos ovérios de mamiferos. A utilizagdo de
ovaocitos provenientes destes foliculos em técnicas de reproducéo assistida € uma excelente
alternativa para a preservacao e posterior propagacdo de animais valiosos e daqueles em vias

de extingdo. Entretanto, um fator limitante consiste na manutencéo da qualidade folicular ap6s



remocgdo e transporte dos ovarios, pois, ha maioria das vezes, esses animais encontram-se
distantes dos laboratoérios de reproducdo (Figueiredo et al., 2008). Assim, o desenvolvimento
de protocolos de conservacdo de foliculos pré-antrais € fundamental para o sucesso da
criopreservacao e/ou cultivo folicular in vitro.

Sendo assim 0 método de conservacdo em curto prazo vem sendo utilizado na
tentativa de minimizar os danos na qualidade folicular causados durante o transporte dos
ovéarios. Dentre os protocolos empregados, a manutencdo do tecido ovariano vem sendo
realizada a4, 20 ou 39°C, por periodos que variam de 2 a 24 h, usando diferentes meios como
solucéo a base de &gua de coco (Silva et a., 2000), Braun-Collins (Carvaho et al., 2001),
TCM 199 (Ferreira et al., 2001), solucéo salina 0,9% (Santos et a., 2002) e tampéo fosfato
salina (phosphate buffer saline — PBS; Silva et a., 2002). Esses meios também foram
utilizados na preservagdo de foliculos pré-antrais a temperatura fisiologica (39°C),
destacando-se a importancia de uma solucéo enriquecida e o curto tempo (2 h) de transporte
para a manutencdo da viabilidade folicular (Matos et a., 2004). Protocol os para a estocagem a
baixas temperaturas foram desenvolvidos para cabras (Silva et a., 2001), ovelhas (Andrade et
al., 2002) e vacas (Lucci et a., 2004), porém até o momento ndo ha nenhum registro de um
protocolo para a conservagio de tecido ovariano equino. E de grande importancia o
desenvolvimento de pesquisas neste sentido, visto que, o Brasil possui 0 maior rebanho de
equinos da América Latina e ocupa o quarto lugar no cenario mundia, com papel econémico
de destaque ao movimentar R$ 7,3 bilhes ao ano, somente com a producdo de cavalos, além
do Agronegdcio Cavalo ser responsavel pela geracdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e

indiretos (MAPA, 2011).



O objetivo do presente trabaho foi testar o efeito de diferentes temperaturas e tempos
de conservacdo sobre a morfologia de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano

equino.

Material e M é&odos

Coleta dos ovarios

Os ovérios foram coletados de éguas pertencentes a diferentes categorias e idades,
submetidas a necropsia durante as aulas praticas da disciplina de Anatomia Patoldgica da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - FAMEZ/UFMS. Foram utilizados os
ovérios direitos provenientes de cinco éguas (E), uma potra (P) e um feto (F). A idade das
éguas foi estimada a partir da avaliagéo de sua arcada dentéria, sendo de 23, 18, 14, 2 e 8 anos
para as éguas E1, E2, E3, E4 e E5, respectivamente, além da potra de 6 meses (P6) e um feto
com cerca de 7 meses de gestacgéo (F7).

Para avaiar o efeito da temperatura e tempo de conservacéo sobre a morfologia dos
foliculos pré-antrais inclusos no ovario equino, foram obtidos fragmentos com
aproximadamente 3 mm de espessura, mediante cortes longitudinais seriados feitos
paralelamente a fossa da ovulagdo. Durante a manipulagdo dos ovarios estes permaneceram
imersos em PBS (phosphate buffer saline) e mantidos sobre placa aguecedora a uma
temperatura de 38°C. Os fragmentos do tratamento controle foram fixados em Carnoy
imediatamente apds sua obtencdo e os demais distribuidos nos seguintes tratamentos. 4°C -
por 18, 24 ou 30 h; 18°C - por 4, 8 ou 12 h €; 39°C - por 2, 4 ou 6 h (Fig. 1). A manutencéo
dos fragmentos nas temperaturas de 4 e 18°C foi realizada em containers para transporte de
sémen equino e os fragmentos submetidos a 39°C foram mantidos em banho-maria. As
amostras permaneceram em PBS. Apds cada periodo de conservagdo os fragmentos foram

imediatamente fixados em Carnoy por 12 horas e, a seguir, mantidos por 2 horas em &l cool



70% que, apos esse periodo, foi substituido por uma solugéo nova e nela permaneceu até o

processamento histol 6gico.

OVARIO———>CONTROLE———> FIXACAO

! !
4°C 39°C
1 1 v 1
18h 24h  30h 18°C 2h 4h  6h
| I | - 1
| I
4h 8h  12h
-
| FIXACAO | | FIXACAO | | FIXaCiO0 |

Figura 1. Esquema da metodologia de conservacdo de tecido ovariano equino em diferentes

temperaturas e periodos de tempo

Processamento histol 6gico e classificagdo dos foliculos

Os fragmentos ovarianos foram desidratados em etanol, clarificados em xilol,
embebidos em parafina e seccionados a espessura de 5 um. Foram montadas |aminas com
seccOes retiradas a cada 50 um de espessura, até se completarem 300 um, a fim de evitar a
contagem do mesmo foliculo, portanto foram confeccionadas de duas a trés |aminas por grupo
contendo em geral trés fragmentos cada. As sec¢Bes foram submetidas a reacdo histoquimica
de PAS (Acido Periodico de Schiff), para avalico morfol dgica e evidenciagio da membrana
basal.

A quantificacso e avaliagio morfoldgica dos FPA foi usada a microscopia de luz, em
aumento de 100x para a localizagdo dos foliculos e de 400x para sua classificagdo. Foram

analisados somente os FPA que apresentavam 0 nulcleo do ovécito evidente na seccéo



observada. Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o estadio de
desenvolvimento em primordial, ovécito circundado uma camada de células da pré-granulosa
pavimentosa, primario, ovocito circundado por uma camada de células da granulosa de forma
clbica, e secundario guando o ovdcito é circundado por duas ou mais camadas de células da
granulosa de forma cubica (Hulshof et al., 1994). De acordo com as caracteristicas
histolégicas foram considerados como normais ou degenerados segundo a morfologia e
densidade das células da granulosa, integridade do ovécito e da membrana basal e, presenca
ou auséncia de corpos picnoticos (Silvaet al., 2001; Quadro 1).

A morfometria dos FPA foi utilizada a microscopia de captura de imagem e foram
medidos apenas foliculos classificados como normais observados nas |aminas da fémea P6.
Foi avaliado o didmetro do foliculo e do ovdcito, de 80 foliculos primordiais, 40 primarios e

44 primérios “iniciais’.



Quadro 1. Classificacdo morfoldgica de foliculos pré-antrais de éguas de acordo com as
caracteristicas histologicas de normalidade e graus de degeneracéo apds reacdo
histoquimica com Acido Periodico de Schiff (PAS)

Classes Caracteristicas histol 6gicas

- Ovdcito intacto
Normal _
- Células da granul osa organizadas e nucleo integro

Degenerado Tipo 1
- Ovdécito pode se encontrar retraido
T1A - Nucleo picnético

- Membrana basal integra

- Ovdécito pode se encontrar retraido
T1B - Nucleo picnético
- Membrana basal |esada

Degenerado Tipo 2
- Picnose do ovécito
T2A - Desorganizagéo das células da granulosa

- Membranabasal integra

- Picnose do ovécito
T2B - Desorganizagéo das células da granulosa
- Membrana basal |esada
Fonte: adaptado de Silva et al. (2001)

Analise estatistica

Considerando o pegueno numero de foliculos pré-antrais encontrados nos diferentes
tratamentos foram usadas analises ndo paramétricas. Para comparar o0 efeito de tempo dentro
das diferentes temperaturas utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, em nivel de 5% de
significancia. O estadio de desenvolvimento (primordia e primario) e as classes morfol égicas

(N, T1A, T1B, T2A, T2B) dos foliculos avaliados foram comparados utilizando o teste de



Bonferrone em ANOVA de duas vias considerando os efeitos de égua e tratamento. O

didmetro médio dos foliculos e ovacitos foi comparado pelo teste t de Sudent.

Resultados e Discussao
Foram analisados 390 fragmentos ovarianos, distribuidos em 150 laminas,
congtituindo-se um universo amostra médio de 55,71 + 62,5 fragmentos por égua, e
comparando-se o0s tempos dentro de cada temperatura verificou-se que ndo houve variagdo
significativa para 0 nimero de foliculos pré-antrais em nenhum estadio de desenvolvimento

folicular (Tab. 1).

Tabela 1. Numero médio (x erro padréo) de foliculos pré-antrais de éguas, de acordo com o
estédio de desenvolvimento, em diferentes temperaturas e tempos de conservacéo
do tecido ovariano

Estéadio de desenvolvimento folicular

Temperaturas/ Tempos Primordial Primé&rio

Controle 0,14+ 0,14 0,86 + 0,70

T 4°C
18h 14,71 + 11,90 43,00 £ 40,36
24 h 84, 57 + 79,99 121, 14 + 115,88
30h 6,43+ 2,93 5,14+ 332

T18°C
4h 4,29 + 3,66 10,14 £ 9,81
8h 0,43+ 0,30 1,14+ 0,70
12h 0,57 + 0,57 1,71+ 1,71

T 39°C
2h 1,00+ 1,00 2,43+ 1,63
4h 32, 86 + 30,38 111, 14 + 100, 46
6h 1,71+£1,04 471+254

Kruskal-Wallis (p>0,05)
Da mesma forma, ndo houve variagdo significativa do nimero de FPA, avaliados in

situ, dentre as classes morfol 6gicas, bem como para os estadios de desenvolvimento folicular,

frente as diferentes temperaturas e tempos testados (Tab. 2).



Tabela 2. NUumero médio (x erro padrdo) de foliculos primordiais e priméarios nas classes
morfol dgicas, de acordo com diferentes temperaturas e tempos de conservagdo

Classificagdo morfol 6gica

Temperatura/
szp o N T1A T 1B T2A T 2B
Foliculo Primordial
Controle 0,00+£0,00 000+0,00 0,00+0,00 0,14+0,14 0,00 + 0,00
T 4°C
18 h 143+097 7,29+729 000+000 314+249 2,86+ 1,26
24h 314+298 52,17+51,81 443+443 557+494 19,29+ 16,00
30h 043+030 1,712+£092 0,00+0,00 1,00+0,53 3,29+ 219
T 18°C
4h 0,00+£000 086+086 0,14+0,14 0,86+0,86 2,43+ 1,97
8h 0,00£0,00 0,00+£000 0,00+x000 0,00%0,00 0,43 £0,30
12 h 0,00+£0,00 043+043 000+0,00 0,14+0,14 0,00 £ 0,00
T 39°C
2h 014+0,14 057+057 0,00+0,00 0,00+0,00 0,29 + 0,29
4h 0,57+057 12,29+12,12 0,29+0,29 7,71%7,39 12,0 + 10,06
6h 0,00+£0,00 0,00+£000 000+000 014+0,14 1,57 £0,92
Foliculo Primario
Controle 0,00+£0,00 000+£000 000+000 0214+0,14 0,00 £ 0,00
T 4°C
18 h 200+184 1157+1124 057+057 14,14+ 1323 14,71+ 13,39
24 h 2,71+240 41,86+40,87 357+341 26,86+26,69 46,14 +4257
30h 0,00+£0,00 014+024 000+0,00 1,24+0,63 3,86+ 3,21
T 18°C
4h 0,00+£0,00 129+129 000+000 314+314 571+538
8h 029+0,18 014+014 0,00+0,00 0,14+0,14 0,57+ 0,43
12 h 1,00+1,00 0,14+0,14 0,00+x0,00 0,00 0,00 0,00 = 0,00
T 39°C
2h 0,000,000 043+043 0,29+0,29 0,00+ 0,00 1,71+ 0,94
4h 371+339 3643+3576 157+157 3571+3244 33,71+27,42
6h 014+0,14 014+014 0,14+0,14 1,00+ 0,69 3,29+ 1,70

Kruskal-Wallis (p>0,05). N- Normal: ovdcito intacto, células da granulosa organizadas e nucleo
integro; T1A — degenerado tipo 1A: ovdécito pode se encontrar retraido, nicleo picnético e membrana
basal integra; T1B — degenerado tipo 1B: ovécito pode se encontrar retraido, nicleo picnético e
membrana basal lesada; T2A — degenerado tipo 2A: picnose do ovdcito, desorganizagdo das células
da granulosa e membrana basal integra; T2B — degenerado tipo 2B: picnose do ovdcito,
desorganizagdo das células da granulosa e membrana basal |esada

O numero total de foliculos analisados neste estudo foi 3.137, similar ao relatado para
vacas, de 4.901 (Lucci et al., 2004) e 3.881 (Celestino et a., 2007); em cabras foram

aproximadamente 2.060, (Silva et a., 2001) e 3.948 (Carvalho et al., 2001) e; em porcas



2.166 foliculos pré-antrais (Lucci et al., 2007). Entretanto, no presente trabalho os problemas
encontrados foram tanto a auséncia de foliculos pré-antrais nos fragmentos analisados dentro
de cada tratamento, como a enorme variagdo individual observada (Tab. 3), o que ndo
permitiu detectar possiveis diferencas entre os tratamentos. Esta dificuldade ndo foi relatada
pelos autores citados, permitindo a eles a avaliacdo morfologica destes foliculos e definicéo
da melhor temperatura e tempo de manutencdo da viabilidade folicular para cada espécie.
Além disso, estimando a populagéo total de foliculos pré-antrais, Driancourt et a. (1982),
para fémeas equinas de 6 anos de idade, obteve uma variagdo individual de 5.000 a 70.000
foliculos pré-antrais por ovario.

Apesar do numero de foliculos pré-antrais encontrados no presente estudo, néo foi
observada a presenca de folicul os secundarios em nenhum fragmento analisado. Mdller et a.
(2009), a0 estudarem a angiogénese do ovério equino, constataram que os foliculos
secundarios apresentam um tamanho pequeno, sua ocorréncia ndo é frequente e seu tempo de
vida é curto, provavel mente sendo esta arazéo pela qual ndo foi possivel sua contagem.

Tabela 3. Numero médio (+ erro padréo) de foliculos pré-antrais in situ observados por égua
de acordo com o estadio de desenvolvimento

Fameas |dade estimada Estadio de desenvolvimento folicular
(anos) Primordial n Primério n Totd
El 23 0,00 + 0,007 0 0,5+ 0,22° 5 5
E2 18 1,10+0,602 11 0,20 + 0,13° 2 13
E3 14 1,60+ 0,722 16 0,70 + 0,42° 7 23
E4 2 1,30+ 1,092 13 1,20 + 0,63 12 25
E5 8 7,10+ 2,772 71 13,7 3,47ab 137 208
P6 6 meses 86,50 + 57,432 865 181,90+ 101,36° 1819 2684
F7 7mesesgestacdo 5,10+ 2,662 51 12,80+ 7,03 128 179
Total 1027 2110 3137

L etras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Bonferrone (p<0,05)
E=égua; P=potra; F=feto



Resultados obtidos por Lucci et a. (2004), para ovérios de vacas zebuinas, foram
semelhantes aos encontrados em caprinos onde os foliculos puderam ser estocados com
sucesso a 4°C por até 18 h e a 20°C por apenas 6 h, sem danos morfol 6gicos dos foliculos
pré-antrais. Neste mesmo trabalho foram analisados 3.873 foliculos primordiais (79,0%), 766
primarios (15,6%) e 262 secundarios (5,4%).

E possivel observar nos resultados descritos por Lucci et a. (2004) que o nimero de
foliculos primordiais analisados foi maior que o de foliculos primarios. Este resultado
também foi descrito por Carvalho et al. (2001), encontrando em cabras 3.385 foliculos
primordiais, 372 primérios e 191 secundérios e por Lucci et a. (2007), em porcas, 1.805
foliculos primordiais e 361 em crescimento, incluindo primarios e secundarios.

Diferindo dos resultados obtidos pelos pesquisadores citados, 0 nUmero de foliculos
primordiais (1.027) encontrados no presente trabalho foi inferior ao de primérios (2.110). Esta
diferenca pode estar relacionada a forma como os foliculos foram classificados, visto que,
segundo Figueiredo et a. (2008) existe uma categoria conhecida como foliculos
intermediérios, caracterizados pela presenca de células da granulosa tanto de forma
pavimentosa quanto cubica circundando o ovécito. Esta classe folicular ndo foi levada em
consideragcdo durante a andlise das laminas, sendo classificados como foliculos primérios
todos aqueles que apresentavam células da granulosa de forma cubica, portanto
superestimando assim a populacdo de folicul os primarios.

Outra hipdtese para esta diferenca € que contrastando com a classificacéo adotada
aqui, alguns autores consideram como foliculos primordiais agueles que apresentam uma
camada de células da granulosa de forma pavimentosa ou pavimentosa-cubica ao redor do
ovocito (Munhoz & Luna, 2008; Carrijo Jr et d., 2010; Lima et al., 2010; Silva-Santos et al.,

2011).



Em estudo sobre a constituicdo folicular do ovario de elefante africano, Stansfield et
a. (2011) observaram que o pool de reserva desta espécie € congtituido por foliculos
primarios “iniciais’, que apresentam ovocito circundado por uma camada de céulas
pavimentosas e a0 menos uma célula cubica, representando cerca de 75% dos foliculos pré-
antrais presentes no ovario, enquanto que os foliculos primordiais representam menos de 2%
desta populagéo.

A partir do presente estudo pode-se supor que na especie equina este tipo de foliculo
primario “inicia”, da mesma forma como descrito em elefantes (Stansfield et a., 2011),
também constitua o principal pool de reserva de foliculos pré-antrais, fato sugerido através
dos resultados obtidos, pois 0 nimero de foliculos primarios foi superior ao de primordiais.

A avaliacdo morfométrica dos foliculos pré-antrais da potra de 6 meses de idade
revelou que o didmetro médio dos foliculos primérios (n=40) e intermedidrios (n=44,
primarios “iniciais”) foi 47,78 £ 8,52 e 44,44 + 3,99 um, respectivamente (p<0,05). Ja os
foliculos primordiais apresentaram diémetro significativamente inferior aos demais, sendo de
38,88 + 3,57 um, facilitando a identificagdo destas células. Do mesmo modo, variacdo
significativa ocorreu entre os didmetros dos ovécitos de foliculos primordiais e priméarios
(32,07 £ 3,76 vs 36,99 + 6,64 um; p<0,05), enquanto os intermediérios (35,51 + 4,17 um) ndo
diferiram dos demais estadios de desenvolvimento.

Szlachta & Tischner (1998), avaliando a distribuicdo de foliculos pré-antrais no ovario
de éguas de 6 anos de idade, encontraram 821 foliculos, distribuidos em fragmentos de cortes
transversais (567 foliculos) e longitudinais (256 foliculos). Segundo os autores os foliculos
apresentaram grande disperséo podendo ser encontrados isolados ou agrupados “em ninhos”
de dois a sete foliculos, aém disso, foram observados em todo o parénquima ovariano,

independente do tipo de corte feito no ovério. No entanto, as fémeas utilizadas no presente



trabalho tinham idade variando de 7 meses de gestacéo (feto) até os 23 anos, e a maior
quantidade de foliculos pré-antrais foi detectada na potra de 6 meses de idade. O padréo de
distribuicBo descrito por esses autores ndo foi observado nos ovérios usados neste
experimento, 0 mesmo sendo verificado em todos os tratamentos (Tab. 4). Em relagdo a

disposicdo dos foliculos pré-antrais no parénquima, estes também foram encontrados isolados

ou em “ninhos”.



1 Tabela4. Numero médio (+ erro padréo) de foliculos primordiais e primérios por égua de acordo com a classificagdo morfol 6gica
R Foliculo Primordial (n)
Fémeas
N n T1A n T1B n T 2A n T2B n
E1l 0,00 + 0,00? 0 0,00 + 0,007 0 000+000®8 O 0,00+ 0,00° 0 0,00 + 0,002 0
E2 0,00 + 0,00° 0 0,00 + 0,002 0 010+010® 1 0,20+ 0,20° 2 0,80+ 0,422 8
E3 0,10+ 0,10? 1 0,00 + 0,002 0 000+00028 0 020+0,13° 2 1,30 + 0,622 13
E4 0,00 + 0,00° 0 0,60 + 0,607 6 000+000® 0 040+0,30® 4 0,30+ 0,212 3
E5 0,50 + 0,22° 5 1,10 £ 0,482 11 000+000®8 O 0,80+0,42® 8 470+ 2,192 47
P6 3,20+ 2,122 32 49,90 + 36,012 499 330+3,08 33 10,50+ 5,92° 105 19,60+ 12,672 196
F7 0,20 + 0,20% 2 1,10+ 0,672 11 000+000® O 1,00+0,63® 10 2,80+ 1,492 28
TOTAL (n) 40 527 34 131 295
Foliculo Primario (n)
El 0,00 + 0,00° 0 0,00 + 0,00° 0 000+000° 0 0,00+0,00° 0 0,50 + 0,22° 5
E2 0,00 + 0,00 0 0,00 + 0,00° 0 000+000° O 0,00z%0,00° 0 0,20 + 0,13" 2
E3 0,00 + 0,00 0 0,10+ 0,10° 1 000+000° 0 0,00%0,00° 0 0,60 + 0,43 6
E4 0,00 + 0,00 0 0,10+ 0,10° 1 000+000° 0 050+0,30° 5 0,60 + 0,31° 6
E5 1,00+0,70%° 10 1,80 + 0,707 18 050+022° 5 1,30+0,80° 13 9,10 + 2,99% 91
P6 5,50 + 2,852 55 61,70 + 35,582 617 3,90+250° 39 51,20+ 27,97% 512 59,60 + 33,82° 596
F7 0,40 + 0,22° 4 1,30 + 1,94% 13 0,00+0,00° 0 4,50+ 2,34% 45 6,60 + 3,807 66
TOTAL (n) 69 650 44 575 772
2 Lerasdiferentes na colunaindicam diferenca significativa pel o teste de Bonferrone (p<0,05)
3 E=égua; P=potra; F=feto
4  N- Normal: ovdcito intacto e células da granulosa organizadas e nucleo integro; T1A — degenerado tipo 1A: ovécito pode se encontrar retraido, nucleo
5 picnético e membrana basal integra; T1B — degenerado tipo 1B: ovécito pode se encontrar retraido, nicleo picnético e membrana basal lesada; T2A —
6  degenerado tipo 2A: picnose do ovocito, desorganizacdo das células da granulosa e membrana basal integra; T2B — degenerado tipo 2B: picnose do ovdcito,
7  desorganizagdo das células da granulosa e membrana basal 1esada



Esta menor quantidade de foliculos, principamente naguelas éguas de idade mais
avancada (14, 18 e 23 anos), segundo Ginther (1992), pode ser explicada pela atresia e/ou
apoptose, aém da ovulagdo que ocorre ao longo da vida, promovendo uma significativa
diminuicdo na populacdo de foliculos pré-antrais disponiveis no ovario como um todo.
Hipoteticamente, se uma égua tem originamente 40.000 foliculos primordiais e cicla
continuamente por 25 anos, recrutando 100 foliculos / ciclo, ela iria esgotar sua reserva de
foliculos primordiais (100 foliculos / ciclo x 16 ciclos / ano x 25 anos = 40.000 foliculos
primordiais). Presumivelmente, o pool de foliculos primordiais € finito e ndo pode se
reconstituir, aém disso, mitose de oogbnias ndo tem sido relatada em potras ou éguas. Jaem
ové&rio de mulheres Buskovsky et a. (2004), observaram a formagdo de novos foliculos
primérios (incluindo primordiais e intermediarios, < 50 um) a partir de células da granulosa e
de células mesenquimais precursoras da tunica abuginea, formando durante o periodo de
reproducdo uma populacdo dinamica destes foliculos, com diferenciacdo e regressdo destas
estruturas.

Esta reducdo da populacdo folicular em éguas adultas também pode ser explicada por
fatores ambientais, visto que no Brasil, frequentemente os cavalos s&0 alojados em estreita
proximidade com seres humanos, com exposicdo a muitos fatores que podem afetar a
reproducdo e a fertilidade destes animais (Carnevale et a., 2008). Estes ambientes ndo
explicam a total fata de foliculos na maioria dos fragmentos ovarianos analisados, mas
podem ter influenciado na reducdo destes nas éguas estudadas, visto que eram animais
comuns de trabal ho criados de forma extensiva e sem suplementagdo alimentar.

Em relagdo ao ovario do feto com cerca de 7 meses de gestacdo, foi observado um
pequeno numero de foliculos pré-antrais. Este resultado pode ser explicado por uma redugdo

natural dos foliculos neste periodo ou ainda pela grande quantidade de ovogonias presentes no



cortex, pois segundo Naves et al. (2008), em pesguisa com fetos equinos, para caracterizar
histologicamente 0 desenvolvimento ovariano pré-natal, a presenca de foliculos primordiais
ocorre a partir de 60 — 69 dias de gestacdo, com a maior quantidade observada aos 70 dias,
seguida de sua reducdo aos 116 — 135 dias (23-29 cm de distancia cefa ococcigea), quando
foram encontrados foliculos em crescimento. Assim, como no presente trabalho, esses autores
relataram a presenca de grande quantidade de ovogbnias no cortex ovariano. Do mesmo
modo, em fetos de bufalo, Santos et a. (2011) encontraram, através da estimativa da
populacéo folicular ovariana, uma gquantidade menor de foliculos pré-antrais em fetos de 35 —
60 cm de comprimento, além de uma grande variagdo entre individuos e com a idade, e
segundo Santos-Silva et al. (2011), aglomerados de células germinativas aparecem em maior
quantidade no inicio da vida fetal e desaparecem gradualmente a medida que mais foliculos
primordiais séo formados.

Uma hipotese quanto a distribuicdo heterogénea dos foliculos pré-antrais no ovario
equino esta na propria morfologia deste 0rgdo, ja& que, diferente das demais espécies de
mamiferos, o epitélio germinativo equino esta confinado a regido da fossa da ovulagdo em
razéo da inversdo de posicdo entre as por¢cdes medular e cortical, sendo que a zona periférica
de tecido conjuntivo fibroso (medula) estd ao redor de uma zona central parenquimatosa
(cortex) contendo foliculos ovarianos em desenvolvimento, em atresia, corpos |Uteos e corpus
albicans, dando ao ovario o formato de feij&o que o caracteriza (Ginther, 1992). Além disso,
guando comparado as outras espécies domésticas 0 ovario equino também é fibroso, mas
possui poucos ovocitos inclusos, cerca de 35.000 foliculos primordiais (Driancourt et al.,
1982).

De forma surpreendente, apesar do expressivo universo amostral analisado néo foi

encontrada uma quantidade suficiente de foliculos pré-antrais, nos diferentes tratamentos,



para que fosse possivel definir um protocolo de conservagdo de foliculos pré-antrais inclusos

em tecido ovariano equino.

Concluséo
Devido ao pequeno numero de foliculos pré-antrais encontrado nos fragmentos de
ova&rio equino, ndo foi possivel detectar possiveis efeitos das diferentes temperaturas e

periodos de tempo na conservacdo in situ dos folicul os pré-antrais de éguas.
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