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1. INTRODUGAO

A populacéo de foliculos primarios caracterizados pela reserva ovariana &
uma fonte de gametas finitos que estdo disponiveis durante toda a vida
reprodutiva da fémea (ALVES et al.,, 2018). Além disso, a fisiologia ovariana
equina possui diversas similaridades com a fisiologia reprodutiva humana
(GINTHER et al., 1992). Com base nesses fatores, podemos considerar a espécie
equina um potencial modelo para estudos comparativos de foliculogénese,
utilizando foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano na preservacado da
fertilidade feminina (BAERWALD, 2009).

O ovario equino possui uma arquitetura peculiar dentre os mamiferos em
razao do arranjo das zonas cortical e medular, além da presenca de fossa
ovulatoria (GINTHER et al., 1992). Além disso, foi evidenciado que os foliculos
pré-antrais ndo sao homogeneamente distribuidos por todo o parénquima do
ovario equino (ALVES et al., 2018), e essa distribuicdo pode ser influenciada pela
fase reprodutiva, estruturas ovarianas e idade da égua (ALVES et. al 2016).

A dindmica folicular e o perfil hormonal reprodutivo das éguas sao
estudados ha quase cinco décadas (GINTHER et al., 2008; GINTHER, 2017), e é
indispensavel o desenvolvimento de mais estudos com foliculos pré-antrais
equinos para avaliar o desenvolvimento folicular e aplicar este conhecimento em
biotécnicas reprodutivas (GASTAL et al.,, 2011). Sabe-se ainda que a potencial
fertilidade de fémeas mamiferas pode ser mensurada por meio da avaliagao desta
dindmica, pela densidade de foliculos pré-antrais e pela quantificagdo do numero
e qualidade dos odcitos inclusos nestes foliculos (ALVES et al., 2016).

Assim, a avaliacdo histolégica € uma otima ferramenta para avaliar
caracteristicas (morfometria, distribuicdo, qualidade, numero e densidade) de uma
populacao de foliculos pré-antrais (ALVES et al., 2014). No entanto, para garantir
a eficiéencia das técnicas de manipulagdo ovariana e preservar a qualidade
morfologica tecidual e folicular, é imprescindivel que seja realizada uma avaliagao
histolégica de qualidade (AGUIAR et al., 2020). Além disso, estudos com foliculos
pré-antrais inclusos em tecido ovariano equino sdo escassos e a avaliagao do
processo de foliculogénese em éguas jovens permanece pouco elucidado.

Em sintese, o objetivo do presente trabalho é descrever a técnica de
avaliacao morfologica de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano equino
apos processamento histologico.

2. METODOLOGIA



M 78 SEMANA

W INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
y LUEEEIES20 2 )

O experimento foi realizado no Hospital Clinico Veterinario da Universidade
Federal de Pelotas, sob a autorizacdo da Comiss&o de Etica em Experimentacdo
Animal (CEEA 12986-2021 x). O ovario de uma égua adulta mestica com
aproximadamente 2,5 anos de idade foi coletado por meio de procedimento
cirurgico de ovariectomia unilateral (LOESCH e RODGERSON, 2003). Apds a
recuperacgao cirurgica, o ovario foi lavado por 10 segundos em alcool 70%, e em
seguida, foi lavado duas vezes em Phosphate-Buffered Saline (PBS) para
remocgao dos resquicios de sangue. Posteriormente no laboratério, foi realizada a
retirada do tecido adiposo e ligamentos circundantes. As amostras foram
recuperadas evitando areas adjacentes a um corpo luteo e foliculo pré-ovulatério,
4 amostras de tecido de estroma ovariano de tamanho de cultivo in vitro (3 mm x
3 mm x 1 mm) proxima a fossa ovulatéria foram obtidas com o auxilio de uma
pinga de disseccdo sem dente e bisturi. Os fragmentos foram dispostos em
solugao fixadora paraformaldeido 4% durante 6 horas, e apds, armazenados em
alcool 70% até posterior processamento histologico.

Em seguida, os fragmentos ovarianos foram desidratados pelo uso de uma
série graduada de alcool, incluidos em cera de parafina e cortados em segdes
seriais de 7 um. As amostras foram coradas com acido periédico-Schiff (PAS) e
contrastadas com hematoxilina e eosina (HE). As segbes histologicas foram
analisadas em microscopio Optico Olympus CX41 (Olympus America, Center
Valley, PA).

A classificagdo folicular foi realizada em relagcdo ao estagio de
desenvolvimento dos foliculos pré antrais de acordo com Hulshof e colaboradores
(1994) da seguinte maneira: Foliculo primordial (uma camada de células da
granulosa achatadas circundando o odcito), foliculo de transigdo (uma camada de
células da granulosa achatadas e cubdides), foliculo primario (uma camada de
células granulosas cubodides) ou foliculo secundario (duas ou mais camadas de
células da granulosa). Além disso, também avaliamos quanto a morfologia
folicular segundo Gougeon (1994), classificando-os como normais ou anormais.
Os foliculos normais, sao caracterizados pela presenga de um odcito com um
nucleo visivel rodeado por células da granulosa bem organizadas em uma ou
mais camadas. Ja os foliculos anormais, sdo caracterizados por apresentarem
uma camada de células da granulosa desorganizada ou separada da membrana
basal, citoplasma retraido e odcito com nucleo picnatico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, 4 fragmentos de tecido ovariano equino de tamanho de
cultivo in vitro (3mm x 3mm x 1mm) foram avaliados através de processamento
histolégico gerando 58 laminas. Destas, somente 18 1am4

inas foram representativas com foliculos. A partir da avaliagao morfolégica,
foi possivel avaliar 97 foliculos pré-antrais, sendo que 83 (85,6%) apresentaram
morfologia normal e 14 (14,4%) anormais. Quanto a classe folicular, do total de
foliculos encontrados 92 foram classificados como foliculos primordiais, sendo 78
(80,4%) normais e 14 (14,4%) anormais. E somente 5 (5,15%) foliculos estavam
em estagio de transi¢cdo, sendo todos estes normais. Nas se¢des avaliadas, ndo
foram observados foliculos primarios e secundarios.

A histologia classica tem sido uma das abordagens mais convencionais
para a avaliagao de foliculos pré-antrais em diferentes espécies (HAAG et al.,
2013). O método de avaliagdo histoldégica permite a avaliagdo de varias
caracteristicas importantes como a morfologia folicular e oocitaria, o
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desenvolvimento folicular e o numero de foliculos inclusos no tecido ovariano
(GOUGEON, 1996). Nossos resultados demonstram que através da técnica de
histologia € possivel avaliar uma quantidade significativa de foliculos pré-antrais
em um tamanho de tecido de cultivo in vitro.

Diversos estudos em diferentes espécies mamiferas demonstraram que a
distribuicao dos foliculos pré-antrais no parénquima ovariano nao € homogénea, e
que isso € influenciado por diversos fatores, incluindo a idade do animal. Alves et
al. (2018) concluiram que durante a juventude os foliculos seguem um padrao de
‘aglomeracao’ préxima ao centro geométrico do ovario, e que o envelhecimento
faz com que ocorra uma dispersao desses foliculos. Alves et al. (2016), utilizando
3 grupos de éguas com diferentes idades demonstraram que o envelhecimento
causa uma reducao no numero de foliculos morfologicamente normais, além de
uma reducdo na densidade folicular. Corroborando com os resultados
encontrados em nossa avaliagdo, onde uma maior porcentagem de foliculos
primordiais normais foram encontrados.

4. CONCLUSOES

Através deste estudo, descrevemos a metodologia de avaliagdo folicular
padrdao ouro para classificar foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano
equino.
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