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INTRODUCAO

Em fémeas, ¢ observado que células germinativas primordiais sfio originadas por mitoses. Em
seguida, estas migram através de movimentos ameboides do saco vitelinico para as gonadas, e diferenciando-
se em oogdnias (SOTO-SUAZO & ZORN, 2005). As oogbnias formadas sfio envolvidas por um cordiio de
células somédticas provenientes do mesonefro, € a partir de entfio sofrem divisiio meidtica e originam o
odeito. No entanto, esta divisdio ¢ paralisada no diploteno da profase I, permanecendo até a maturagio no
chamado bloqueio meidtico (FREEMAN, 2003; VAN DEN HURK & ZHAOQ, 2004).

A partir da iniciaglio da meiose ¢ observado que o obcito encontra-se envolvido por uma camada de
células somaticas achatadas que passam entio a serem chamadas de células da granulosa, sendo este estagio
denominado foliculo primordial (SOTO-SUAZO & ZORN, 2005). A reserva folicular ovariana é composta
por foliculos primordiais, que podem ou nfo continuar o desenvolvimento e maturagdo. Alguns destes
foliculos sofrerfio degeneragdio (atresia), outros serfio recrutados, desenvolvendo-se em foliculos primérios
(FORTUNE, 2003).

A diferenca inicial entre estes dois estagios ¢ que o foliculo primordial apresenta maior nimero de
células da granulosa num formato cuboidal. Além disso, € na transigio primordial-primério (ativagfio do
foliculo) que surge a zona peliicida e outra linhagem de células que tem relagdio direta no crescimento
folicular, as células da teca. A partir de entfio as células da granulosa aumentam significativamente sua taxa
de divisfio, caracterizando o foliculo secundario (VAN DEN HURK & ZHAO, 2004; FORTUNE, 2003).

A proxima etapa critica deste processo ¢ a formagio do antro, espago entre o conjunto formado pelo
oocito e as células do cumulus ¢ as demais células da granulosa mural, que ¢ preenchido por fluido folicular,
responsdvel pela regulagio e modulagio de substincias provenientes das células foliculares e pela
comunicagdio endocrina que o foliculo comega a estabelecer (VAN DEN HURK & ZHAO, 2004,
FORTUNE, 2003). A interagdo destas linhagens de células sométicas com o oécito contribui para o
funcionamento ovariano, sendo este processo ocorrido em “micro-ambientes”, os foliculos, que sfo
caracterizados conforme seu grau de desenvolvimento (prnimordial, primdrio, secundario, inicio de fase
antral, antral e atrésico). Desta forma, a caracterizagdo da populagdo folicular ovariana formece dados
importantes para o conhecimento do mecanismo de oogénese, ativagéio e atresia folicular, além de fornecer
informagdes que contribuam para o conhecimento do ciclo reprodutivo destes animais, podendo relacionar
esses dados a respostas moleculares e endocrinas (MYERS et al, 2005; TILLY, 2003).

Buscando um maior conhecimento da dinimica e morfologia folicular este trabalho teve como
objetivo fazer um estudo quantitativo e morfométrico da populag@o folicular ovariana de camundongos
puberes.

MATERIAL E METODOS

Localizagdo, selegdo e manejo dos animais

Os experimentos foram conduzidos no biotério do Centro de Ensino Superior de Juiz de Fora
(CES/JF), MG. Foram utilizados camundongos (Mus musculus) provenientes do cruzamento outbreed
C57BI/6 X SWISS como modelos biologicos. Os animais foram adquiridos do biotério da Fundagio Gongalo
Muniz - FIOCRUZ - Salvador. Estes animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, recebendo ragéo
Nowilab concentrada comercial, fornecida ad /ibitum € mantidos em um ambiente com exposigio de 12h com
luz e 12h sem.

Coleta dos ovdrios e preparagdo das laminas
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Ovirios. recuperados de fémeas com 60 dias de idade, foram coletados, fixados em solugdo de
paraformaldeido, desidratados em solugdes- crescentes de etanol (50-100%), diafanizados xilol e
emblocados na parafina. Estes foram seccionados em séries de 5 pm e posteriormente corados com
Hematoxilina-eosina.

Classificagido Morfoldgica dos foya}:os.-

Os foliculos foram classificados conforme critérios adaptados dos previamente estabelecidos para
roedores por Pedersen e Peters (1968):

Foliculo Primordial: um odcito cercado por uma camada parcial ou completa de células achatadas
denominadas células foliculares ou células da granulosa.

Foliculo Primdrio: com tnica camada de células cubdides da granulosa.

Foliculo Secundédrio: mais de uma camada de células da granulosa com nenhum antro visivel.

Foliculo em inicio de fase antral (IFA): somente uma ou duas dreas pequenas de liquido folicular (antro).
Foliculo Antral: um tinico espago antral grande.

Foliculo Atrésico: apresentando sinais morfologicos de atresia, como picnose, fragmentagio e desagregagio
celular.

Quantificagdo Folicular

As sessbes obtidas foram avaliadas em um microscopio Zeizz Axioskop, com objetiva de X40. As
quantificagdes foram realizadas conforme descrito por Tilly (2003), sendo avaliados cortes a cada trés
sessdes (15 pm), sendo quantificados apenas os foliculos que apresentassem micleo evidente, evitando
contagem redundante. O ntmero de foliculos obtidos foi multiplicado 5 (espessura do corte) e em seguida
multiplicado por 3 (intervalo de cortes ndo lidos), obtendo o niimero aproximado de foliculos por ovirio,

Andlise Morfométrica

Com o auxilio do software Pinnacle, as imagens de 20 foliculos de cada estagio, escolhidos
aleatoriamente, foram capturadas (Figura 2) e armazenadas em formato .bpm. Em seguida, estas imagens
foram analisadas com o software /mageJ, para avaliagiio do difmetro folicular ¢ oocitério e também foram
contadas as células da granulosa dos foliculos pré-antrais.

Andlise Estatistica

Os resultados de morfometria e contagem celular foram testados quanto & normalidade e
homocedasticidade das varidncias pelos testes de Lilliefors e Bartlett, respectivamente. Posteriormente, os
resultados de morfometria e contagem celular foram submetidos & andlise de variincia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. As analises foram realizadas com auxilio do Software SAEG (Euclides,
1982).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagiio da populagiio folicular ovariana dos animais provenientes deste cruzamento indica a
predomindncia (Figura 1) de foliculos primordiais, que comrespondem a 79,91% dos foliculos presentes
nestes ovarios, constituindo a reserva folicular ovariana destes animais. Os demais 20,09% dos foliculos
correspondem aos foliculos que ja tiveram seu desenvolvimento ativado e os que sofreram atresia, podendo
ter sofrido este processo de degeneragfio antes ou apds a ativagdio (MYERS et al, 2005; FORTUNE, 2003).
Os valores observados foram equivalentes aos encontrados em outros trabalhos (MYERS et al, 2005;
CANNING et al, 2003; BENEDICT et al, 2000; RATTS et al, 1995) realizados com animais inbreed.
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Figura 1: Média da populago folicular ovariana do cruzamento outbreed, C57BL/6 X SWISS.

Figura 2: Foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento, primordial (40X), primério (40X), secundério
(40X), em inicio de fase antral (10X), antral (10X) e atrésico respectivamente (40X).

Com a andlise morfométrica (Figura 3), foi observado que o didmetro folicular possui grande
variagdo, aumentando principalmente a partir dos estigios antrais, 0 que estd relacionado a formacdo do
antro ¢ ao aumento do niimero de células da granulosa (VAN DEN HURK & ZHAO, 2004). No entanto, o
diimetro dos foliculos atrésicos ndio possui diferenga estatistica dos foliculos secundarios (P<0,05). O
didmetro dos odeitos também aumentou em funglio do desenvolvimento folicular, fato que esté relacionado a
eventos como a formagdo da zona pelicida e principalmente ao acumulo de material de reserva
citoplasmatico que esta diretamente relacionado & maturagio (HEIKINHEIMO & GIBBONS, 1998). Assim
como ocorrido na avaliagdio do didmetro folicular, o difmetro oocitario também ndo diferiu estatisticamente
entre os estdgios atrésicos e secunddrio (P<0,05). Desta forma, pode-se inferir que ocorre um elevado
percentual de atresia em foliculos secundarios.
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Figura 3: Difimetro do foliculo e oécito (um) nos diferentes estagios do crescimento folicular do cruzamento
outbreed C57BI/6 X Swiss.

Na avaliagio do niimero de células da granulosa ao redor do 0écito nos estagios pré-antrais (Figura
4), houve diferenga entre os trés estigios avaliados (p>0,05). Conforme citado por Fortune (2003), a
mobiliza¢do dos foliculos da reserva ovariana acarreta inicialmente aumento da taxa de mitoses das células
da granulosa, o que est4 relacionado ao aumento da comunicagio oocito-células somaticas, dando suporte a
continuidade deste desenvolvimento folicular (EPPIG, 2001).
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Figura 4: Numero de células da granulosa envolvendo o o6cito nos estagios pré-antrais.
CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que os animais provenientes do cruzamento outbreed
possuem populagio folicular ovariana semelhante & de animais inbreed descritos na literatura, que o
crescimento do odcito ocorre predominantemente na fase pré-antral e que o maior percentual de atresia
folicular ocorre em foliculos secundérios.
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