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1. RESUMO

Ha um crescente interesse nas técnicas reprodutivas, por agilizar a procriacao
de populagcdes animais de interesse econémico, a preservacao de espécies em
extincdo ou a utilizagdo como modelo experimental em outras espécies. A
reproducéo de felinos em cativeiro é dificultada devido ao ambiente estranho, o
que os leva a apresentarem alteragdes na propria fisiologia. Torna-se
importante o estudo de fendmenos reprodutivos destes animais com a
finalidade de melhor compreenséo e, posteriormente, adaptacdo adequada das
biotécnicas reprodutivas. A atuacao da apoptose na fisiologia ovariana
ainda ndo é bem compreendida, havendo a necessidade da comunidade
cientifica elucida-la melhor. O objetivo deste trabalho foi testar a hipétese de
que os indices de apoptose no tecido ovariano sao diferentes em gatas jovens,
adultas e idosas. Foram utilizadas 18 gatas distribuidas em 3 grupos contendo
6 animais cada, de acordo com a idade (jovens, adultos e idosos). As amostras
do tecido ovariano destinadas a avaliacdo de apoptose, foram submetidas ao
método terminal deoxynucleotidyltransferase-biotin nick end-labelling (TUNEL).
Os dados referentes aos diferentes grupos foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. Nao houve
diferenga significativa quanto ao numero de foliculos e nimero de células
positivas das gatas jovens, adultas e idosas, sendo P < 0,05. O resultado do
trabalho sugere que o fendmeno da apoptose em tecido ovariano em gatas nao
possui relacao com a faixa etaria, ou seja, a apoptose ocorre de forma continua
nos foliculos ndo-dominantes envolvidos em cada ciclo estral apresentado.

Palavras-chave: ovario, felinos, TUNEL.



2. INTRODUCAO

Pertencentes a familia dos mamiferos, os felinos possuem habitos
alimentares carnivoros, predando outros mamiferos menores, como roedores,
e aves. Habitam naturalmente a todos os continentes, com excecdo da
Antartida e da Oceania, como gatos doméstico até ledes. Dotados de garras
longas e poderosas que podem ficar expostas ou nao, faz destes mamiferos
grandes cacadores. Os sentidos de olfato, visdo e audicdo agucados sao
ferramentas essenciais na pratica de predagdo, dominantemente noturna, e
certamente a chave do sucesso para tal (FIOCRUZ, 2014).

Com o avango da tecnologia agricola e de edificacbes, inumeros
desmatamentos ocorrem constantemente no Brasil. Esta condicdo pde as
espécies felinas de vida selvagem em situacdo de risco por serem
extremamente sensiveis as alteracbes do seu habitat, deixando-as préximas,
ou de fato, em extincdo. A estratégia que os ambientalistas, bidlogos,
zootecnistas e médicos veterinarios julgam mais viavel € a de criacdo em
cativeiros e a associagdo da utilizacdo de biotécnicas de reproducdo para
preservacao das espécies em risco (FIOCRUZ, 2014).

Ha um crescente interesse nas técnicas reprodutivas de maneira geral, por
agilizar a procriacdo de populagbes animais de interesse econbémico, a
preservacdo de espécies em extingdo ou a utilizacdo como modelo
experimental em outras espécies ( Mattos, 2001).

A reproducgéao de felinos em cativeiro é interferida por fatores que a tornam
dificultosa. O ambiente diferente € o principal deles e faz com que o animal
altere seu comportomento. Tais mudangas geram um desequilibrio de ordem
fisioldgica no organismo do animal, afetando primeiramente o sistema
reprodutor. Com tantos problemas, compreender o funcionamento destes
fendmenos e adapta-lo as biotécnicas é a grande ferramenta para a luta de
preservacao de espécies (Micheletti et al., 2012).

O sistema reprodutor feminino é composto por dois ovarios, nos quais 0s
gametas femininos (évulos) sdo produzidos; tubas uterinas, responsaveis pelo
transporte dos évulos para que ocorra o encontro com o0s espermatozoides;



Utero que tem como tarefa abrigar o embridao ao longo de seu desenvolvimento;
vagina, estrutura do aparelho reprodutor feminino; vestibulo vaginal, trata-se da
parte final do trato genital, que culmina no &stio uretral externo; a vulva,
representando o limite caudal; o clitéris, de formato alongado e erétil, possui
origem embrionaria semelhante a do pénis; e as glandulas mamarias, que se
enquadram como parte do sistema tegumentar, mas possuem estreita relagao
com o sistema reprodutivo (ELLENPORT, 1986).

Ligados a cavidade abdominal pelo ligamento largo, o ovario, a tuba
uterina e o Uutero estdo conectados individualmente por mesovario,
mesosalpinge e mesométrio, respectivamente. Quanto aos ovarios, sao
estruturas ovaladas, com mensuracdo aproximada de 1,0 x 0,3 x 0,5cm, e
pesando mais ou menos 220 mg, localizados caudalmente ao rim (JOHNSTON
et al, 2001).

As tubas uterinas das gatas medem aproximadamente de 5 a 6 cm de
comprimento com didametro de 1 a 1,5 mm, e sdo delicadamente curvadas
(ETTINGER; FELDMAN, 2004).

O utero é composto por dois cornos, cada qual com 9 a 11 cm de
comprimento e 3 a 4 mm de didmetro, do corpo do utero, medindo 3 cm de
comprimento e de 4 a 8 mm de didmetro e também da cérvix. A vagina possui
comprimento de 20 a 30 mm, chegando a ser até duas vezes maior que o
vestibulo, que tem de 10 a 25 mm. As glandulas vestibulares, também
chamadas de glandulas de Bartholin, medem aproximadamente 5 mm eestédo
situadas na face lateral do vestibulo e tém como principal funcao a secreg¢ao de
muco. O epitélio vulvar é pigmentado e sua parte externa é recoberta por pelos.
O clitéris € uma das menores estruturas deste sistema, medindo ndo mais que
10 mm, o que o torna de dificil visualizagdo ou mesmo localizagdo (ETTINGER;
FELDMAN, 2004).

Segundo JOHNSTON et al. (2001), as gatas apresentam 4 pares de
glandulas mamarias e cada glandula consiste de 4 a 8 ductos que
desembocam na extremidade de cada teto.

O inicio do desenvolvimento ovariano em mamiferos ocorre a partir das
células germinativas primordiais, oriundas do saco vitelinico, movendo-se até a
gbnada ainda em estagio embrionario. A célula germinativa primordial ja

presente na gbénada, promove sua replicagcdo tornando-se dominante neste
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orgao. A partir deste ponto, deixa de realizar migracdes e inicia o processo da
gametogénese. A formacado do odcito primario na gata doméstica tem inicio,
aproximadamente aos 40 a 50 dias do desenvolvimento fetal e torna-se
completo por volta de 8 dias ap6s o nascimento. A organizacdo tecidual
caracteristica do ovario, sendo composto por regido cortical e medular
primitiva, & concluida em cerca de 40 dias de desenvolvimento fetal (BRISTOL-
GOULD & WOODRUFF, 2006).

O foliculo caracteriza-se por ser a unidade morfofuncional do ovario,
abrangendo acgdes intrinseca e extrinsecas. Tem como constituicdo basica a
presenca de um o6cito margeado por células somaticas (granulosas e tecais).
A sua principal tarefa é fornecer condigdes ambientais ideais para o
desenvolvimento e maturacao do odcito (FIGUEIREDO et al., 1999).

Na fisiologia do aparelho reprodutor feminino dos felinos, a cada ciclo
ocorre um fendémeno regulatério chamado atresia folicular. Este & caracterizado
por regredir os foliculos que ndo se tornaram dominantes e, por meio da
apoptose, induzir sua eliminacdo de forma a nao prejudicar o individuo. A
atuacdo da apoptose em tecido ovariano ainda ndo esta bem compreendida,
havendo a necessidade da comunidade cientifica aprofundar seus estudos
para elucida-la melhor (FRANCO et al., 2010).

A atresia ou morte folicular € um fenédmeno fisiolégico que pode ocorrer
por apoptose (IRELAND,1987) ou por degeneracdo celular (SAUMANDE,
1991).

A fase atrésica de foliculos humanos menores que 1 mm de diametro é
iniciada pelo rompimento do oécito e seguida por retracdo das células da
granulosa e hipertrofia das células da teca. Em grandes foliculos o processo
atrésico pode ser observado por meio da presenca de corpos picnéticos
(material nuclear condensado), fazendo inferéncia ao estagio em que a atresia
se encontra. A fase final da atresia folicular é representada pela entrada de
fibroblastos na cavidade folicular e consequente reorganizacdo do tecido
intersticial. Ja nesse estagio final da atresia folicular, as Unicas estruturas
passiveis de visualizacdo sdo o odécito degenerado e a zona pelucida
(GOUGEON & LEFEVRE, 1983).

A idade da gata, o seu ciclo reprodutivo, caracteristicas gestacionais, o
periodo de lactacdo, intervengdes como hipofisectomia e ovariectomia
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unilateral, ambiente hormonal, nutricdo e isquemia do ovario sao fatores que
influenciam drasticamente o processo de atresia folicular (IRELAND ,1987).
Mesmo sabendo que alguns virus, possuem habilidade de hospedar e causar
danos em células da granulosa in vitro, a influéncia de agentes infecciosos em
relagdo a atresia ainda nao esta bem esclarecida (LAMARA et al., 2001).

Em meados de 1972 a apoptose foi descoberta, e por sua forma um
tanto quanto singular, recebeu nome derivado do termo grego “caia fora”.
Classificada como um dos tipos de morte celular tendo acao destinada a retirar
células indesejaveis do hospedeiro por meio da ativagao de manobras génicas
sequenciais, organizadas e programadas pelo préprio organismo. Possui
ocorréncia comum em casos como: (1) o desenvolvimento; (2) como
mecanismo homeostatico para manutencdo das populacdes celulares nos
tecidos; (3) como mecanismo de defesa; (4) em caso de lesdo celular; e (5) no
envelhecimento (Robbins et al, 1999).

O fenbmeno celular da apoptose caracteriza-se por um processo de
ordem ativa que ocorre em resposta a uma variedade de estimulos fisioldgicos
ou patolégicos, nos quais por meio de atos pré-estabelecidos, a célula executa
a sua propria remocao. Todo este processo é ordenado por eventos génicos e
visa a retirada de células danificadas, que expressam alteragdes do padrdo em
seu genotipo. Prevenindo, desta forma, que esta mesma informacao génica,
produzida erroneamente, seja repassada. A apoptose diferencia-se das outras
formas de morte celular, privando o tecido de resposta inflamatéria (KERR et
al., 1972).

Mais precisamente, o que ocorre é um reconhecimento por parte das
células fagociticas, como os macrofagos, de alteracbes da conformacao
externa na bicamada lipidica, como modificagbes em sua simetria ou a
exposicdo da fosfatidilserina condenando-a como célula apoptética
(HOORNAERT et al.,, 1997). A apoptose pode ocorrer também por
modificacées nos carboidratos da superficie celular, que seriam reconhecidos a
partir de moléculas similares a lectinas, presentes na superficie externa dos
macrofagos (DUVALL et al., 1985).

A caspase-3 ativa endonucleases enddgenas responsaveis pela
fragmentagcao do DNA (Thornberry e Lazebnik, 1998) e foi detectada por meio
de sua expressdo em células da granulosa de foliculos atrésicos de suinos
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(Berardinelli et al., 2004). As células da granulosa de foliculos saudaveis sao
compostos na maior parte pela forma inativa (ndo processada) de caspase-3,
enquanto, que as células da granulosa provenientes de foliculos atrésicos
apresentam aumento das concentragbes da forma ativada da caspase-3
(Johnson e Bridgham, 2002).

A reacao do método de TUNEL foi observada com maior frequéncia na
granulosa e teca de foliculos em processo de atresia progressiva (lsobe e
Yoshimura, 2000). Portanto, a presencga de células positivas para o método na
granulosa ou camada da teca foi considerada como indicador de foliculo em
atresia (Feranil, 2005).

A apoptose ocorre nas células da granulosa de rato quando postas em
cultura, e pode ser evitada pela adicdo de determinados fatores de crescimento
especificos (Tilly et al., 1993).

O intuito deste trabalho foi demonstrar a relagdo entre a ocorréncia da
apoptose em gatas de diferentes faixas etarias e correlacionar os eventos, a
fim de demonstrar se a idade influencia no processo de apoptose dos foliculos
ovarianos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram selecionadas 18 gatas, sem raca definida, sem quaisquer
alteragdes notadas aos exames fisico e clinico, ndo prenhes, ausentes de
complicagdes reprodutivas. Os animais inclusos no experimento foram
provenientes do setor de Obstetricia Veterinaria, do Departamento de Clinica e
Cirurgia e Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria, campus
de Aracatuba — Unesp.

3.2Selecao dos animais
Os animais foram agrupados de acordo com a idade e distribuidos
em trés grupos, sendo: Grupo 1- jovens (0-12 meses), com 6 animais, Grupo 2-
adultas (1-6 anos), com 6 animais e Grupo 3-idosas ( > 6 anos), com 6 animais
. A faixa etaria foi estimada por meio da analise da arcada dentaria (ISHIZAKI
et al, 2006).

Tabela 1. Grupos experimentais determinados pela idade (anos) das gatas,
média, erro padrao da média a e idade maxima e minima dos

animais para morfometria.

Grupo n°animais Idade (anos)
Média Minima Maxima
Jovens (G1) 6 0,78+0,1 0,4 1
Adultas (G2) 6 2.81+0,5 1,4 5
Idosas (G3) 6 8,00+0,9 6 11

3.3Citologia vaginal e dosagem hormonal

A realizagdo de citologia vaginal teve finalidade de caracterizar a fase do
ciclo estral em que estes animais se encontravam, seguido de dosagem

hormonal como teste confirmatério (P4).
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Os dois métodos de avaliacado reprodutiva foram executados ao longo do
procedimento de ovariosalpingo-histerectomia (OSH), com o0s animais
monitorados e anestesiados de acordo com o protocolo proposto pelo Projeto
de Esterilizacao de Caes e Gatos (PROEX) da Unesp, campus de Aracatuba

A colheita de material destinado a citologia vaginal foi realizada através do
uso de “swab” vaginal estéril previamente embebido em solugéo fisiolégica.
Com o material obtido deste procedimento foi realizado o esfregago em laminas
e, por fim, corado com panético rapido e analisado por microscopia de luz
(Olympus BX61).

Os cortes histolégicod foram avaliados de acordo com a porcentagem e
morfologia das células do epitélio vaginal (TONIOLLO et al, 1995). Foi avaliado
um total de 100 células por lamina em aumentos de (100X, 200X e 400X). As
células observadas foram: superficiais nucleadas, superficiais anucleadas,
intermediarias e parabasais. De acordo com os resultados da citologia as gatas
foram classificadas em dois grupos: ndo-estro e estro.

A dosagem hormonal foi realizada no Laboratério de Endocrinologia da
UNESP, campus de Aracatuba pelo teste “Coat-A-Countprogesterone”. A
progesterona Coat-A-Count € um radioimunoensaio de fase solida marcado
com 1125 designado para a dosagem quantitativa direta da progesterona em
soro ou plasma.

O procedimento de colheita do sangue foi executado por puncédo venosa
ainda no transoperatério. As amostras de * 3 mL foram submetidas a
centrifugacdo e depois armazenadas a -18°C. No momento da execucdo do
teste de dosagem, o material ficou exposto a temperatura ambiente (15-28°C) e
foi levemente agitado. Os tubos lisos de polipropileno, os com anticorpos de
anti-progesterona e os revestidos adicionais para os controles, foram rotulados
em duplicata. Posteriormente os calibradores, os controles e as amostras dos
animais foram pipetados nos tubos pré-preparados. Foi adicionada
progesterona nos tubos e misturados em vortex. As amostras foram incubadas
por um periodo de 3 horas em temperatura ambiente (15-28°C), sofreram
decantacgao vigorosamente e contadas por contador gama durante 1 minuto.

De acordo com as concentragcdes hormonais de progesterona (P4)
(JOHNSTON et al, 2001) (Anexo 2) e por meio da citologia vaginal
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(TONIOLLO et al, 1995), os animais arrolados neste experimento foram

classificados no periodo de nao-estro.

Figural. Fotomicrografias capturadas em microscépio Olympus BX61 de
células do epitélio vaginal observadas na citologia vaginal de gatas domésticas.
(A) Célula intermediaria, aumento de 400X, (B) células parabasais, aumento
200X, (C) célula superficial anucleada, aumento de 400X e (D) célula

superficial nucleada, aumento de 400X.
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Figura 2. Fotomicrografias capturadas em microscopio Olympus BX61 da
citologia vaginal de gatas domésticas classificadas em fases do ciclo estral.
(A) estro, aumento de 200X, (B e C) ndo-estro, sendo (B) diestro, aumento de
100X e (B) anestro, aumento de 200X.

3.4TUNEL

As amostras do tecido ovariano destinadas a avaliacdo de apoptose,
foram fixadas em formalina tamponada 10% e processadas para inclusdo em
parafina, segundo procedimento padrédo. As células em apoptose foram
detectadas pelo método terminal deoxynucleotidyltransferase-biotin nick end-
labelling (TUNEL), com o Kit comercial para a deteccdo da apoptose in situ
(FrageL TM DNA Fragmentation Detection Kit, Colorimetric — TdT Enzyme,
Calbiochem, Germany).

A técnica de coloracao do TUNEL detecta a fragmentacao da fita de DNA
que surge em consequéncia da apoptose. Sec¢cdes de 5um montadas em
laminas sinalizadas foram desparafinizadas e lavadas em TBS (tris- buffered
saline). Os cortes foram tratados com Proteinase K por 8 minutos e lavados
novamente em TBS. Apds a lavagem, a peroxidase enddgena foi inativada
utilizando o peroxido de hidrogénio a 9% e entédo lavadas em TBS e incubadas
em solucao tampao de equilibrio por 20 minutos em temperatura ambiente.

Posteriormente, as sec¢des foram incubadas com a enzima TdT
(terminal deoxynucleotidyl tranferase) a 37°C por 1 hora e meia em camera
umida. A reacdo foi interrompida e as sec¢des incubadas com anticorpo
conjugado em camera umida por 1 hora. Apds a lavagem com TBS, a reacao
foi detectada utilizando o DAB (diaminobenzidine) por 30 minutos. As seccdes
foram contracoradas com Methylgreen por 10 minutos.

As imagens foram digitalizadas pelo software Image-Proplus 7.0, e
obtidas através da camera [Q Color 5 Olympus America, Canada], acoplada a
microscépio da marca Olympus e modelo BX43. As células foram
consideradas positivas quando a marcacao de TUNEL estivesse presente.



17

3.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia para comparar 0s
grupos, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey. Os dados foram
testados quanto a normalidade e homogeneidade de variancias, pré-requisitos
necessarios para a analise de variancia. A andlise estatistica das variaveis que
nao apresentaram distribuicdo normal, foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis
para comparag¢do dos grupos, seguido do teste de comparagcées multiplas de
Dunn. O coeficiente de correlacao (r), de determinacao (r2) e a equagéao da
regressao foram calculados para as variaveis selecionadas (ZAR, 1999). Os
valores considerados significativos apresentaram diferenga quando P< 0,05. A
andlise estatistica foi realizada utilizando o programa "GraphPad InStat version
3.10".
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4. RESULTADOS

Ao todo foram 1975 foliculos histologicamente preparados e avaliados
quanto aos indices de apoptose no tecido ovariano utilizando a coloragao de
tunel. Sendo 1664 foliculos primordiais (P), 120 primarios unilaminares (PU),
134 primarios multilaminares (PM), 41 secundarios (SE) e 16 pré-ovulatérios
(PO). A figura abaixo demonstra as marcagfes positivas para apoptose em
diferentes classes de foliculos e grupos de idade. Foram identificadas
marcacdes positivas para o Tunel nos o6citos e nas células da pré-granulosa
em foliculos primordiais, j& nas demais classes de foliculos foram encontradas
nas células da granulosa e nas células da teca. E somente nas gatas idosas
foram identificadas marcagdes positivas para apoptose em nucleos de foliculos

primordiais.
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Figura 15. Fotomicrografias observadas em microscépio Olympus BX43
com aumento de 200X, de cortes longitudinais de ovario de gata doméstica,
onde se observaram células positivas para o tunel em foliculos primordiais
em gata idosa (oocito- A e células da pré-granulosa-B), em foliculos
primarios multilaminares em gata jovem (células da granulosa-C) e foliculos
secundarios ou antrais em gata jovem (células da granulosa-D).

Os dados referentes aos diferentes grupos foram submetidos a anélise de
variancia e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. Nao houve
diferenca significativa quanto ao numero de foliculos e nimero de células
positivas das gatas jovens, adultas e idosas, sendo o P < 0,05 (Tabela 1).

Tabela 2. Valores médios (X), erro padrao da média (SEM) e mediana (Md) do
namero de foliculos e numero de células positivas para o tunel de
foliculos primordiais (P, n= 1664), primarios unilaminares (PU, n= 120),
primarios multilaminares (PM, n= 134), secundarios (SE, n= 41) e pré-
ovulatérios (PO, n= 16), de gatas classificadas em grupos de acordo
com a faixa etéria, Grupo 1 (4-12 meses), Grupo 2 ( >1-6 anos) e Grupo
3 (> de 6 anos).

Estrutu Class G1 (Jovens) G2 (Adultas) G3 (Idosas)
ra e
X+SEM Md X+SEM md  <*SEM Md
100,17+12,4
95 89,5+16,48 95,5 87,66+11,52 87
N° de 4
Folicul

os PU 8,66+1,38 8,0 5,33+1,97 3,0 6,00+2,04 4,5

PM 1,32+0,54 7,0 3,86+1,57 8,5 5,92+2,41 7,0
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SE 2,66+0,49 25 2.16+0,30 2.0 2.00+0,57 2.0
PO 0,83+0,30 1,0 1,33+0,33 1,0 0,50+0,34 0,0
P 2,00+1,26 0,0 0,00+0,00 0,0 5,16+3,68 1,0
N° de PU 2,16+1,64 0,0 0,00+0,00 0,0  0,3340,33 0,0
células
B PM 4,00+2,11 2.0 0,66+0,66 0,0 0,66+0,42 0,0
positiva
s SE 2,83+1,81 0,5 2.16+0,47 2.0 1,16+1,16 0,0
PO 4,16+2,56 1,5 13,1645,88 8,5 2,50+1,58 0,0
5. DISCUSSAO

O processo de atresia folicular é caracterizado pela ocorréncia de
apoptose. A apoptose € um mecanismo de morte celular programada que o
organismo inicia com intuito de eliminar células sem que hajam danos no
processo.(Robbins et al., 1999)

A técnica de coloracdo de TUNEL é amplamente utilizada para deteccéo
de fragmentacdo de DNA, fator indicativo de apoptose. Ha muito a técnica é
bem sucedida. White et al. (1994) demonstraram o uso do método de TUNEL
com sucesso em moscas do género Drosophila, investigando acdes de genes
que induzem a apoptose. O método de coloracdo de TUNEL indicou a
presenca de DNA fragmentado, permitindo a deteccdo da expressao génica
ocorrida nestas amostras positivas.

Jurisicova et al. (1996) diferiram células que estavam em apoptose em
embrides humanos fragmentados usando o estado de condensagcdo da
cromatina e a fragmentacdo do DNA confirmada pelo TUNEL como

indicadores.
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Labat-Moleur et al. (1998), alertaram quanto a sensibilidade e
especificidade do método de coloracdo de TUNEL em relacdo aos resultados
obtidos em seu trabalho e recomendam a necessidade de fixacdo do tecido
avaliado e o pré-tratamento com proteinase K e o uso de micro-ondas a fim de
assegurar precisdo nos resultados. Hurst et al. (2006) indicamo tratamento
com proteinase K como uma das medidas que mais asseguram a
especificidade e sensibilidade da técnica, tal como foi utilizado neste
experimento.

No entanto, o mesmo grupo relata que em seu estudo o uso de
paraformaldeido preparado as vésperas da fixacdo das amostras, a
incorporacdo de dUTP para a fluorescéncia e tratamento dos solventes com
dietilpirocarbonato para reducdo da atividade de nuclease sdo também
fundamentais para o sucesso da técnica. Segundo Hurst et al. (2006), todos
estes fatores corroboraram para que houvesse alta sensibilidade e eliminacao
de marcacgdes nao-especificas, como células do estroma e nucleos vasculares
que foram positivas para o TUNEL em experimentos anteriores, obtendo
resultado indesejavel .

No tecido ovariano, a apoptose ocorre de forma ciclica a cada periodo
estral. De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, 0 método de
TUNEL se mostrou eficiente marcando em foliculos primordiais nos oécitos e
células da pré-granulosa em gata idosa e em foliculos primarios multilaminares
e foliculos secundarios ou antrais nas células da granulosa em gata jovem,
Estes resultados conferem com os trabalhos de Gungeon (1996) e Hussein
(2005), onde esta metodologia foi usada com a finalidade de indicar processo
de apoptose.

Gungeon (1996) e Hussein (2005), também descrevem a ocorréncia de
apoptose, em primatas e humanos, respectivamente, principalmente em
foliculos antrais com morfologia bem definida, como a presenca de nucleos
picnoticos.

No entanto, os resultados obtidos por Depalo et al. (2003) nao
demonstram marcacao pelo TUNEL em foliculos antrais. O estudo sugere que
a ocorréncia de apoptose se torna mais susceptivel em foliculos primordiais e

primarios devido a sua independéncia a alteracbes hormonais no meio.
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O presente estudo objetivou-se a demonstrar a relacdo entre a
frequéncia do fendmeno da apoptose no ovario de acordo com a idade da
gata.

A cada ciclo estral, os foliculos ndo dominantes regridem e se tornam
atrésicos, até que sejam eliminados. Logo, o numero de foliculos no ovario da
gata torna-se reduzido ao longo do tempo, gerandomenor numero de foliculos
que chegam a maturidade.

A oferta de foliculos maduros é que rege a fertilidade do animal. Se ao
longo do tempo, a fémea deixa de possuir tantos foliculos por ciclo,
proporcionalmente, também serdo menores os foliculos dominantes e os néo-
dominantes, e por sua vez, menores também seriam o0s processos de
apoptose.

Fujino et al. (1996) constataram em seus estudos, que o numero de
odcitos ovulados em camundongos idosos foram significantemente menor que
em camundongos jovens, bem como sua taxa de fertilizacdo, diferente do
nosso estudo onde o nimero de foliculos nao difere entre as diferentes faixas
etarias..

No entanto, Wu et al. (2000) afirmam que as taxas de maturacdo de
ovOcitos eram maiores entre mulheres com idades entre 21 a 30 anos,
consideradas jovens e as mais baixas no grupo etario de 41 a 50 anos,
consideradas idosas. O memso grupo de pesquisadores evidenciouque a taxa
de apoptose de o6citos imaturos humanos cultivados in vitro foi
significativamente maior no grupo de mulheres mais velhas, de 41 a 50 anos
do que nas mulheres de 21 a 40 anos de idade (grupo de jovens).No presente
estudo que testou hip6tese de ocorréncia de apoptose variavel em faixas
etérias distintas ndo houve diferenga significativa entre os grupos estudados.

. Ou seja, nao houve maior ou menor ocorréncia de apoptose em gatas
idosas, adultas ou jovens.como também nao ndo houve diferenga significativa
entre os trés grupos quanto ao numero de foliculos.
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6. CONCLUSAO

O resultado do trabalho sugere que o fenbmeno da apoptose em tecido
ovariano em gatas ndo possui relagdo com a faixa etaria, ou seja, a apoptose
ocorre de forma continua e proporcional ao numero de foliculos nao-

dominantes envolvidos em cada ciclo estral apresentado.
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