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HISTOMORFOMETRIA OVARIANA DE FELINOS DOMESTICOS (Felis catus)
EM DISTINTAS FAIXAS ETARIAS

RESUMO- O objetivo desse estudo foi avaliar a histologia e morfometria de
ovarios de 17 gatas classificadas de acordo com as idades G1 (4-12 meses); G2
(1-6 anos) e G3 (> 6 anos). Apds realizacdo da ovariosalpingo-histerectomia os
ovarios foram fixados, processados rotineiramente para a inclusdo em parafina e
corados com Hematoxilina-eosina. Os pardmetros morfométricos analisados
foram: diametro (um), area (um?) e perimetro (um) dos foliculos e respectivos
oocitos de diferentes tipos de foliculos. A relacédo entre o crescimento do foliculo e
do odcito foi analisada. Os procedimentos estatisticos utilizados foram ANOVA,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey e as medianas pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn (P< 0,05). Ao
todo foram 1039 foliculos analisados histologicamente e houve diferenca
significativa nos diametros, areas e perimetros foliculares e oocitarios de foliculos
primordiais e primarios unilaminares. Observou-se padréo bifasico para o
crescimento do foliculo e do oécito. Conclui-se que as gatas jovens obtiveram
maiores valores em foliculos primarios unilaminares em relacdo as idosas.
Sugere-se que o “pool” de foliculos pequenos remanescentes e seus respectivos
oocitos diminuem com a idade e que na fase senil esses foliculos sdo de baixa
qualidade, quando comparados ao inicio da vida reprodutiva. Estudos com
morfometria do ovario poderdo auxiliar pesquisas de tecnologias reprodutivas
assistidas, como por exemplo, a maturacao in vitro (MIV), ja que o tamanho e a
qualidade dos foliculos e o6citos podem afetar a MV em felinos domésticos.
Adicionalmente, esses estudos poderdo auxiliar na preservacao de felinos

selvagens em exting&o.

Palavras chave: Gata, ovario, foliculo, o6cito.
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OVARIAN HISTOMORPHOMETRY OF DOMESTIC FELINE (Felis catus)
IN DIFFERENT AGES

ABSTRACT- The aim of this study was to evaluate the histology and morphometry
of ovaries of 17 cats classified according to ages G1 (4-12 months), G2 (1-6 years)
and G3 (>6 years). After ovariosalpingohysterectomy the ovaries were fixed in
paraformaldehyde 5% prior to embedding in paraffin and staining with
haematoxylin-eosin. The morphometric parameters analyzed were: diameter (um),
area (Um?) and perimeter (um) of follicles and oocytes from different follicles types.
The relationship between the growth of the follicle and oocyte was analyzed. The
statistical analysis were ANOVA and the means were compared by Tukey test and
medians using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparisons
(P<0.05). A total of 1039 follicles were analyzed histologically and there were
significant difference in follicular and oocyte diameter, area and perimeter of
primordial and primary unilaminar follicles. It was observed a biphasic pattern for
the growth of the follicle and oocyte. In conclusion, young queens had higher
values in primary unilaminar follicles than older queens. It is suggested that the
remaining pool of small follicles and their oocytes decreases with age and that
follicles of older queens has low quality compared to the beginning of reproductive
life. Ovarian morphology studies may assist in assisted reproductive technologies
such as in vitro maturation (MIV), since it is known that the size and quality of
follicles and oocytes may affect the MIV in domestic queens. Additionally, it may

assist in the preservation of endangered wild felines.

.Key words: cat, ovary, follicle, oocyte.



l. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A familia dos felinos (Felidae) é composta por 37 espécies e 0 gato doméstico
€ a Unica ndo ameacada de extincdo. A preservacado dessas espécies ameacadas
é realizada por meio da reproducdo em cativeiros, zooldgicos e criadouros e sao
importantes para manutencdo das linhagens genéticas e biodiversidade. Alguns
felinos em cativeiro se reproduzem com facilidade, j& outros ndo, devido a falta de
informacéao fisiologica da espécie (WILDT et al, 1986; BRISTOL-GOULD e
WOODRUFF, 2006).

A gata doméstica € modelo experimental importante e necessario para a
producdo de tecnologias reprodutivas assistidas. Métodos confiaveis para a
maturacao in vitro (MIV), fertilizacéo in vitro (FIV) tém sido desenvolvidos por meio
da utilizacdo de odcitos obtidos de gatas domesticadas (WLODARCZYK et al,
2009). O estudo da foliculogénese ovariana proporciona melhor compreenséo dos
principios basicos da reproducdo podendo ser Util na preservacao de felinos em
extincdo (CARRIJO Jr et al, 2010).

As gatas sdo poliéstricas sazonais, de ovulacdo induzida. (CONCANNON et al,
1980). Na auséncia de coOpulas as fémeas, na estacdo reprodutiva, geralmente
entram no estro a cada duas ou trés semanas. O anestro prolongado € resultado
de mudancas sazonais resultantes da diminuicdo do dia (LOFSTEDT, 1982;
BANKS, 1986;).

A puberdade ocorre geralmente entre cinco a dez meses e seu inicio é
influenciado pelo peso corporal e também pela estacdo do ano (TSUTSUI e
STABENFELDT, 1993; ROMAGNOLI, 2003). A idade ideal para reproducéo é de
aproximadamente 1,5 a 7 anos, pois as gatas jovens (até 1,5 anos) e idosas
apresentam ciclos irregulares (BANKS, 1986). Além disso, gatas idosas (> 7 anos)
possuem ninhadas menores, maiores indices de aborto e defeitos congénitos
(FELDMAN e NELSON, 2004).

Os estagios do ciclo estral das gatas incluem proestro, estro, interestro,
diestro e anestro (BANKS, 1986; JOHNSTON et al, 2001).



O pro-estro dura em média 2 dias. Durante essa fase ocorrem mudangas no
comportamento das gatas, porém, ainda ndo permitem a cépula com o macho
(TSUTSUI e STABENFELDT, 1993; FELDMAN e NELSON, 2004;). Nesse periodo
observa-se o crescimento folicular e aumento da sintese de estradiol pelas células
da granulosa (SHILLE, et al, 1979; JONHSTON et al., 2001; FELDMAN e
NELSON, 2004), e consequentes alteragcdes na morfologia das células do epitélio
vaginal (MILLS etal, 1979).

O estro consiste no periodo de receptividade sexual e cOpula, que dura em
média 7,5 dias (2-19). Observam-se mudancas de comportamento como
vocalizacdo constante, friccdo em Varios objeto e posicdo de lordose (ETTINGER
e FELDMAN, 2004, JOHNSTON et al, 2001). Ap6s a copula, ocorre a liberacao de
LH e possivel ovulagdo que é influenciada pelo dia da fase folicular, nimero e
frequéncias de coépulas (BANKS, 1986). Na auséncia de acasalamento ou
ovulacdo espontanea, as gatas entram no periodo de interestro, que dura média
de 10 a 14 dias (0-20 dias). Nessa fase as concentracfes de estrogenos
geralmente se encontram em niveis basais, menos que 20 pg/ml (SCOTT e
LLOYD- JACOB, 1959; WILDT, 1980; ETTINGER e FELDMAN, 2004).

ApOs o estro, as gatas que apresentarem ovulacao induzida entram na fase
do diestro onde ocorre a formagcdo do corpo liteo que € responsavel pela
secrecao de progesterona. Esse periodo dura aproximadamente 60 dias em gatas
gestantes. Entretanto, quando ocorre o estimulo, mas nao ha fertilizacdo, as gatas
entram no periodo de pseudogestacdo que dura em média 40 dias. O anestro é
caracterizado pela auséncia sazonal de ciclicidade ovariana que ocorre durante 0s
periodos de pouca luminosidade. Nessa fase, as gatas estdo sexualmente inativas
e as concentrac6es de estradiol e progesterona se encontram em niveis basais
(BANKS e STABENFELDT, 1983; FELDMAN e NELSON, 1996).

As células epiteliais da vagina das gatas se modificam na presenca do
horménio estradiol e podem ser usadas para acessar 0 estagio do ciclo estral
(SHILLE et al, 1979). A citologia vaginal € realizada por meio de swab vaginal

estéril pré-umedecido com agua destilada ou solucdo salina. Apds esfregaco as



ldminas podem ser coradas pela metodologia de Giemsa ou Wright's e séo
analisadas em microscopia Optica pela contagem de 100 células. Dependendo da
fase do ciclo estral quatro tipos de células epiteliais sdo encontradas: parabasais,
intermediarias, superficiais nucleadas e superficiais anucleadas. (BANKS, 1986;
JOHNSTON et al, 2001).

Shille et al (1979) estudaram as concentragdes plasmaticas de 17-
estradiol em relacdo ao comportamento estral e queratinizacdo do epitélio vaginal
de gatas domésticas. Concluiram que durante o primeiro ao quarto dia da fase
folicular a porcentagem de células totalmente queratinizadas aumentou de 5 para
40%, e que as células com queratinizacdo parcial, ou seja, com ndcleo intacto
(células superficiais) diminuiram de 45 para 6%, progressivamente.

A foliculogénese consiste no processo de formacdo, crescimento e
maturacao folicular, que inicia com o foliculo primordial e finaliza no estagio pre-
ovulatério (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). A foliculogénese ocorre
simultaneamente a oogénese, quando 0 odcito se encontra entre as fases de
profase | e metafase Il (na maioria das espécies), e pode ser dividida em duas
fases: a fase pré-antral, que é caracterizada pela ativagcao dos foliculos primordiais
e crescimento dos foliculos primarios e secundarios e, a fase antral, que
caracteriza o periodo de crescimento inicial e terminal dos foliculos terciérios
(MARTINS et al, 2008).

A oogénese que se inicia no periodo pré-natal e finaliza apés o fim da
maturidade sexual, € marcada pela sequéncia de transformacfes das células
germinativas primitivas (oogdnias) em odcitos maduros, dividindo-se em trés
fases: multiplicacdo ou proliferacdo, crescimento e maturacdo. Durante a fase de
multiplicacdo, as células germinativas se multiplicam por mitose e originam as
oogOnias. Posteriormente, as oogobnias iniciam a primeira divisdo meiotica,
considerada a fase de crescimento sendo interrompida na préfase I. No final dessa
fase, as oogbnias se transformam em odcitos primarios e se mantém por bloqueio
da divisdo até a puberdade. A fase de maturacdo ou reinicio do processo ocorre

guando o odcito primario completa a primeira divisdo meidtica, originando o odcito



secundario e o primeiro corpusculo polar. Posteriormente, o od6cito sofre a
segunda divisdo meidtica, com a formagdo segundo corpusculo polar e s6 ira
completar a maturacdo caso houver fecundacédo (HIRSFIELD, 1991; MOORE e
PERSAUD, 2004)

O ovario se divide em duas zonas diferentes, o cOrtex e a medula. Sua
estrutura varia com a espécie, idade e fases do ciclo estral, possuindo funcéo
exocrina (producdo de odcitos) e enddcrina (sintese de hormdénios esteroides:
estrogeno e progesterona). O coértex é a zona periférica localizada abaixo da
tunica albuginea, composta por foliculos em desenvolvimento, corpos lUteos e
células do estroma. Ja a medula esta localizada na é&rea interna do ovario e
contém nervos, grande quantidade de vasos sanguineos e vasos linfaticos.
(PRIEDKALNS, 1993; SAMUELSON, 2007).

O foliculo ovariano € composto por um oécito cercado por uma camada de
células epiteliais (GARTNER e HEATT, 2001) e sua maturacdo é estimulada pelo
horménio foliculo estimulante (FSH) secretado pela glandula pituitaria anterior
(YOUNG e HEATT, 2001). O foliculo passa por varias fases de maturagéo: foliculo
primordial, priméario, secundario e folicuo maduro (de Graaf) (GARTNER e
HEATT, 2001).

Os foliculos primordiais sdo formados no periodo de desenvolvimento fetal
e sao constituidos por ovécito primario circundado por uma Unica camada de
células foliculares (células da granulosa). Com o desenvolvimento as células
foliculares se dividem por mitose formando uma Unica camada de células
cubdides, caracterizando o foliculo priméario unilaminar. Apos a formagéo da zona
pelicida, da teca interna, e aumento nas camadas de células da granulosa, o
foliculo € denominado priméario multilaminar ou foliculo pré-antral. A medida que os
foliculos crescem certa quantidade de liquido, chamado liquido folicular, se
acumula entre as células granulosas, formando o antro folicular e o foliculo passa
a ser chamado de secundario ou pré-antral. Com o completo desenvolvimento das
tecas, formacdo do cumulus oophorus, que serve de apoio para o ovocito, da

corona radiata, que envolve todo o ovdcito e pela presenca do antro folicular, esse



foliculo passa a ser chamado de foliculo pré-ovulatério ou foliculo de Graaf
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2011).

A ovulacdo consiste na ruptura da parede do foliculo dominante e
consequente liberagdo do ovocito, que deixa o ovario rodeado pela zona pelucida,
corona radiata e com pequeno volume de fluido folicular (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2011). Durante toda a vida do animal, apenas centenas de foliculos
primordiais poderéo atingir a ovulacdo, os restantes sédo interrompidos em varias
fases de desenvolvimento, resultando em degeneracao folicular, conhecida como
atresia folicular (SAMUELSON, 2007).

Estudos sobre o desenvolvimento folicular em ovarios de animais
domeésticos, concluiram que os mesmos se desenvolviam a partir de um pool de
foliculos primordiais inativos existentes durante todas as fases reprodutivas, sendo
o numero de foliculos e seu padrao de crescimento espécie-especificos. Sabe-se
ainda que esse desenvolvimento, que ocorre em padrao de ondas durante a fase
folicular, também varia entre as espécies (EVANS, 2003). Pesquisa realizada em
varias espécies de mamiferos verificou que durante 0s estagios iniciais de
desenvolvimento o crescimento dos foliculos € lento quando comparado ao
significante crescimento folicular apds a formacéao do antro (FORTUNE, 1994).

Westergaard et al (2007) avaliaram as caracteristicas morfométricas da
transicdo dos foliculos primordiais para primarios em humanos e sua relacdo com
a idade. Constataram reducdo nos didmetros foliculares e oocitarios em mulheres
acima de 36 anos. Desta forma, sugeriram que as mudancas observadas com a
idade poderiam estar relacionadas a qualidade reduzida do pool de foliculos
restantes no ovario.

Hewitt e England (1998) estudarem o efeito da idade em cadelas e o
tamanho dos odécitos submetidos a maturacdo in vitro (MIV) e verificaram que
estruturas com diametros inferiores a 100um possuem material nuclear menor,
portanto, menor competéncia meidtica. Outro estudo verificou que odcitos de
cadelas adultas apresentam maior nimero de foliculos secundarios e terciarios

com medidas acima de 100um e que essa faixa etaria seria ideal para



manipulacdo de odcitos, pois apresentam capacidade meidtica maior (DIAGONE
etal, 2008).

A foliculogénese em felinos se inicia durante a segunda ou terceira semana
de desenvolvimento fetal (PETERS e NATTY, 1980). O crescimento folicular
comeca com a ativacdo do “pool’ de foliculos quiescentes e subsequente
formacé&o dos foliculos primarios, secundarios, terciarios e pré-ovulatério (RUSSE,
1983). A gata domeéstica representa modelo ideal para estudar o desenvolvimento
dos foliculos devido a disponibilidade de foliculos em todos os estagios,
principalmente os primordiais que sao observados em todas as idades (BRISTOL -
GOULD e WOODRUFF, 2006).

Em felinos, os foliculos primordiais sdo os menores e consistem de o6cito
variando de 20 a 30um de diametro, onde 1 a 8 células achatadas ou células da
pré-granulosa o circundam. Foliculos priméarios contém odcitos que variam de 30
a 50um de didmetro e uma Unica camada de células da granulosa cubica. Os
foliculos secundérios variam de tamanho devido a multiplas camadas de células
da granulosa, variando de 100 a 400um e contém oécitos com diametro de 40 a
75um. E nessa fase que inicia a formacéo das células da teca. JA em pequenos
foliculos antrais os diametros sdo similares ao dos foliculos secundarios,
aumentando com o acumulo de fluido folicular, variando de 300-1000 pm, com
oocito medindo aproximadamente 75 a 90um. Nessa fase sdo observadas duas a
trés camadas de células da teca circundando os foliculos. Por fim, os grandes
foliculos antrais variam de 2 a 3 mm de didmetro e contém camadas de células da
granulosa murais e do cumulus intactas, como também, muitas camadas de
células da teca, antro e o6cito de aproximadamente 85-100um de diametro
(BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006).

Reynaud et al (2009) estudaram o crescimento de todos os foliculos e
o6citos em ovarios de felinos domésticos, qualitativamente e quantitativamente em
microscopia de luz e observaram que cada fémea apresentava média de 19,6
foliculos. Quando os foliculos alcancaram diametro de 160 — 200um, verificaram a

formacado do antro e constataram que nesta fase os odécitos atingiram 90% do seu



diametro final. Foi observado padrao bifasico para o crescimento dos foliculos e
o0citos, ou seja, o crescimento do Oocito era minimo apés a formag¢do do antro,
comparado com o significante crescimento folicular.

Carrijo Jr et al (2010) avaliaram morfometricamente os foliculos pré-antrais
de gatas adultas (2-4 anos) por meio da microscopia de luz e estimaram a média
da populacdo ovariana em 37,8% foliculos pré-antrais por ovario, sendo 87%
foliculos primordiais, 10,4% foliculos primarios e 2,3% foliculos secundarios.
Quando estudaram a ultra-estrutura verificaram o inicio da formagdo da zona
pelicida em foliculos primarios. Ja em od0citos de foliculos secundarios,
observaram conglomerados de organelas associados ao alinhamento periférico de
granulos corticais evidenciando o inicio do processo de maturacdo nessa espeécie.

Estudo recente em gatas pré-plberes e gatas sexualmente maduras
avaliou a condicao ovariana e crescimento folicular na maturagéao in vitro (MIV).
Verificou-se que em gatas maduras, independente da fase ovariana, os foliculos
antrais crescem de modo similar até 2000um de diametro e até 1200um de
diametro em gatas pré-puberes. Os pesquisadores concluiram que tanto o
tamanho e qualidade dos foliculos e oécitos poderiam afetar a MIV e seu posterior
desenvolvimento. Observaram também que gatas maduras possuem capacidade
de MIV maior quando os odcitos séao oriundos de foliculos maiores (1200-2000pum
de diametro), o que ndo acontece em gatas pré-puberes onde essa mesma
capacidade foi observada em odcitos derivados de foliculos pequenos (400-800um
de diametro) (UCHIKURA et al, 2011).

O objetivo desse trabalho foi avaliar os parametros histomorfométricos do
crescimento folicular em gatas de diferentes idades. O estudo foi conduzido
analisando o grau de desenvolvimento dos foliculos, seu didmetro, area e

perimetro como de seus respectivos o6citos.



Il. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais

Foram estudadas 17 fémeas da espécie felina, sem raca definida,
consideradas higidas ap6s serem submetidas aos exames fisico e clinico, ndo
prenhes, sem histérico de problemas reprodutivos. 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.
2.2 Grupos Experimentais

Os animais foram agrupados de acordo com a idade e distribuidos em trés
grupos, sendo: Grupo 1- jovens (4-12 meses), com 6 animais, Grupo 2-adultas (1-
6 anos), com 6 animais e Grupo 3-idosas (6 anos), com 5 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.

Grupo n° animais Idade (anos)
Média Minima Maxima
Jovens (G1) 6 0,7820,1 0.4 1
Adultas (G2) 6 281405 14 5
Idosas (G3) 5 8,0040,9 6 11

2.3 Citologia vaginal e dosagem hormonal

Para caracterizar a fase do ciclo reprodutivo foi realizada primeiramente a
citologia vaginal para prévia avaliacdo e posteriormente a dosagem hormonal de
progesterona (P4). Ambas foram realizadas durante o periodo transoperatério da
cirurgia de ovariosalpingo-histerectomia (OSH), portanto, todas as gatas estavam
anestesiadas de acordo com protocolo estabelecido pelo Projeto de Esterilizacao

de Cées e Gatos (PROEX) da Unesp, campus de Aracatuba (Anexo 1).



A colheita do material para exames citovaginais foi realizada com auxilio de
“swab” vaginal estéril pré-umedecido com solucéo fisiologica. Apds o esfregaco as
laminas foram coradas com o Kit pandtico rapido e analisadas por meio da
microscopia Optica de luz (Olympus BX61).

As laminas foram avaliadas 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 o0s resultados da citologia as gatas foram
classificadas em dois grupos: ndo-estro e estro.

A dosagem hormonal foi realizada no Laboratorio de Endocrinologia da
UNESP, campus de Aracatuba por meio do teste “Coat-A-Count progesterone™. A
progesterona Coat-A-Count € um radioimunoensaio de fase sélida marcado com
> designado para a dosagem quantitativa direta da progesterona em soro ou
plasma.

A colheita de sangue foi realizada durante o periodo transoperatorio por
meio da venopuncdo. As amostras de + 3 mL foram centrifugadas e armazenadas
a -18°C. Para realizacdo do procedimento as amostras foram expostas a
temperatura ambiente (15-28°C) e agitadas suavemente. Os tubos lisos de
polipropileno (ndo revestidos), os com anticorpos de 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. A progesterona foi adicionada em todos os tubos e estes foram
misturados em vortex. Em seguida, as amostras foram incubadas durante 3 horas
em temperatura ambiente (15-28°C), decantadas vigorosamente e contadas por
contador gama durante 1 minuto.

De acordo com as concentracbes hormonais de progesterona (Pgs)
(JOHNSTON et al, 2001) (Anexo 2) e por meio da citologia vaginal (TONIOLLO
etal, 1995), os animais foram classificados no periodo de ndo-estro.
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Figural. Fotomicrografias capturadas em microscopio 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 nucleada, aumento de 400X e (D) célula superficial nucleada, aumento

de 400X.

Figura2. Fotomicrografias capturadas em microscépio Olympus BX61 da
citologia vaginal de gatas domésticas classificadas em fases do ciclo estral. (A)
estro, aumento de 200X, (B e C) nao-estro, sendo (B) diestro, aumento de 100X

e (B) anestro, aumento de 200X.
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2.4. Avaliacdo Histologica

Os ovarios foram fixados em solucédo de paraformaldeido 5% pH 7,2-7,4
(tamponada) por 24 horas e as amostras incluidas em paraplast™. Os cortes
histolégicos de aproximadamente 5um de espessura foram submetidos a
coloragédo rotineira com Hematoxilina e Eosina e examinados ao microscopio de
luz (Olympus BX61). Todos os foliculos foram contados e categorizados em dois
grupos, nao-atrésicos e atrésicos, seguindo o critério morfoldgico estabelecido por
BLONDI et al (1996).

Os foliculos ndo atrésicos foram aqueles com a membrana da granulosa
intacta e a presenca de poucos nucleos picnoéticos ( 5% de nucleos picnéticos).
Ja4 os foliculos atrésicos apresentaram membrana da granulosa atenuada,
rompimento das células da granulosa e aumento do nimero de células picnéticas
( 15% de nucleos picnoticos), segundo BLONDIN et al (1996). No presente
estudo somente os foliculos nédo atrésicos foram considerados.

Os foliculos foram classificados de acordo com as observacdes de
JUNQUEIRA e CARNEIRO (2011) em primordial, priméario unilaminar, primario
multilaminar ou pré-antral, secundario ou antral e pré-ovulatério ou de Graaf.

2.5. Analises Morfométricas

Para estudo morfométrico, os cortes histolégicos foram observados e
fotomicrografadas em microscopia de luz (Microscopio Olympus BX61) e
analisados por meio de programa de imagens IMAGE J 1.45. Para cada classe
folicular foram analisados dez foliculos ou 0 que havia para cada classe nos dois
cortes histologicos utilizados. Os resultados do diametro folicular e oocitario foram
expressos a partir da média entre a medida do maior didametro (didmetro maximo)

e a do diametro perpendicular a esta medida (diametro minimo) (Figura 3).
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Figura 3. Fotomicrografias capturadas em microcopio Olympus BX61 com
aumento de 400x do diametro maximo e minimo de foliculo primario multilaminar
de gata doméstica. (A) Diametro folicular e (B) Diametro oocitario.
lll. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise 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
ndo apresentaram distribuicAo normal foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis
para comparacdo dos grupos, seguido do teste de comparacdes mudltiplas de
Dunn. O coeficiente de correlacdo (r), de determinacdo (r2) e a equacao da
regressdo foram calculados para as varidveis selecionadas (ZAR, 1999). As
estatisticas foram consideradas significativas quando P< 0,05. A andlise

estatistica foi realizada utilizando o programa "GraphPad InStat version 3.10".
IV.RESULTADOS

Ao todo 1039 foliculos histologicamente preparados tiveram seu diametro
maximo e minimo, area e perimetro folicular e oocitario mensurados e
classificados de acordo com Junqueira e Carneiro (2011): foliculo primordial
(Figura 4), primario unilaminar (Figura 5), primario multilaminar (Figura 6),

secundario (Figura 7) e pré-ovulatorio (Figura 8).
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Figura 4. Fotomicrografias capturadas em microscopio Olympus BX61 com
aumento de 400x, de cortes longitudinais de ovarios de 3 gatas domésticas de
diferentes faixas etarias (A- jovem, B- adulta, C- idosa), corados com HE, onde se
observam foliculos primordiais. A: (a) oécito, (b) células da pré-granulosa.

Figura 5. Fotomicrografias capturadas em microscépio Olympus BX61 com
aumento de 400x, de cortes longitudinais de ovarios de 3 gatas domésticas de
diferentes faixas etarias (A- jovem, B- adulta, C- idosa), corados com HE, onde se
observam foliculos primarios unilaminares. A: (a) zona pelucida em formacéo, (b)

células da granulosa.

Figura 6. Fotomicrografias capturadas em microscopio Olympus BX61 com
aumento de 400x, de cortes longitudinais de ovarios de 3 gatas domeésticas de
diferentes faixas etarias (A- jovem, B- adulta, C- idosa), corados com HE, onde
se observam foliculos primarios multilaminares. A: (a) células da granulosa, (b)
Inicio da formacé&o das tecas foliculares.
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Figura 7. Fotomicrografias capturadas em microscopio Olympus BX61 com
aumento de 200x, de cortes longitudinais de ovarios de 3 gatas domeésticas de
diferentes faixas etarias (A- jovem, B- adulta, C- idosa), corados com HE, onde se
observam foliculos secundarios. A: (a) antro, B: (b) células da granulosa, C: (c)
Teca externa.

Figura 8. Fotomicrografias capturadas em microscépio Olympus BX61 com
aumento de 100x, de cortes longitudinais de ovarios de 3 gatas domésticas de
diferentes faixas etarias (A- jovem, B- adulta, C- idosa), corados com HE, onde se
observam foliculos pré-ovulatérios. A: (b) corona radiata, B: (a) cumulus oophorus,
(c) cavidade antral e C: (d) células da granulosa.

4.1. Diametro, Area e Perimetro

. A Tabela 2 contém os resultados obtidos na comparacdo dos diametros
foliculares e oocitarios de 17 gatas em diferentes faixas etarias. Os foliculos
primordiais do G1 diferiram significativamente do G2 quanto ao diametro folicular;
assim como os primarios unilaminares, os quais se mostraram significativamente
diferentes do G3. Ja em relacdo aos diametros oocitarios, houve diminuicao
significativa nos foliculos primordiais e primarios unilaminares entre os grupos G1
e G2.
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Tabela 2. Valores médios (X), erro padrdo da média (SEM) e mediana (Md) do
diametro (um) de foliculos primordiais (P, n= 318), primarios unilaminares
(PU, n= 271), primarios multilaminares (PM, n= 271), secundérios (SE, n=
124) e pré-ovulatérios (PO, n= 55), de gatas classificadas em grupos de
acordo com a faixa etaria, Grupo 1 (4-12 meses), Grupo 2 ( >1-6 anos) e
Grupo 3 (> de 6 anos).

Estrutura Classe G1 (Jovens) G2 (Adultas) G3 (ldosas)
X +SEM Md X +SEM Md X+SEM Md
P 45,13610,71° 45,25 41,51310,65" 41,4 43,24740,66%° 43,55
PU 70,350+1,35 70,30"  64,43341,53 63,35 68,119+3,1 62,25
Foliculo PM 127,60+4,3 114,95 132,5345,3 121,3 128,51+6,6 119,43
SE 452,66%19,46 4233  400,51+18,28 371,6 388,11£22,05 395,7
PO 893,18+43,49 885,45  887,99+37,63 930,4  1014,0+100,99  1036,1
P 40,555%0,56° 40,15 37,573+0,59° 36,6 39,41140,57% 40,25
PU 47,977+0,89 471" 43,009+1,02 42,45° 45,242+1,51 43,45
Odcito PM 62,351+1,56 59,8 65,778+2,55 61,22 62,052+2,36 58,72
SE 112,8047,1 103 98,620+10,72 91,55 88,70+6,11 89,3
PO 96,63343,56 9435  101,3543,77 97,6 107,89+12,95 116,7

%7 Médias seguidas de letras distintas minGsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey ( P<0,05).
AB Medianas seguidas de letras distintas maiUsculas na linha diferente entre si pelo teste de Dunn (P<0,05)

A tabela 3 conttm os resultados obtidos na comparagdo das &reas
foliculares e oocitarias de 17 gatas em diferentes faixas etarias. Os foliculos
primordiais do G1 diferiram significativamente do G2 quanto a area folicular; assim
como 0s primarios unilaminares; os quais se mostraram significativamente

diferentes do G3. JA em relacdo a &rea oocitaria, encontramos diminuicdo
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significativa entre os grupos G1 e G2 de foliculos primordiais e foliculos primarios

unilaminares, 0s quais se mostraram significativamente diferentes do grupo G3.

Tabela 3. Valores médios (X), erro padrdo da média (SEM) e mediana (Md) da area
(um?) de foliculos primordiais (P, n= 318), primarios unilaminares (PU,
n=271), primarios multilaminares (PM, n= 271), secundarios (SE, n=124) e
pré-ovulatérios (PO, n= 55) de gatas classificadas em grupos de acordo
com a faixa etaria, Grupo 1 (4-12 meses), Grupo 2 ( >de 1-6 anos) e Grupo
3 (> de 6 anos).

G1 (Jovens) G2 (Adultas) G3 (ldosas)
Bstrutura Classe
X +SEM Md X +SEM Md X +SEM Md
P 1941#51,85°  1908,8 1652.4%46,89"° 15903  1776,9+48,44% 1723,3
PU  4043,9%159,05 3810,3" 33756%165,22 3137,9°  4185,8+541,1 3086,7°
Foliculo PM  14239+1061,6 9807 15522415083 11130  15046+1606,4 10759
SE 169435+14726 134712 137060+13732 107104  126038+13570 125592
PO  672390%63002 634085 64726154270 675397  921159+170350 956801
P 1320,4#3592° 13051 1134,3#36,25" 1036,7  1241,3%32,81%° 1270,2
PU  1851,9+67,46 1702,2" 1497,0£71,02 1341,9°  1721,0£138,22 1461,8"
Obito PM  3225,1#162,81 27822  3823,3#351,1 2892,9  4061,6:848,16 2669,6
SE 10157#1119,1 8336,8 6688,2+548,44 5903 6311,84876,32 4949,4
PO  7537,9+529,42 7046,5 8518,61656,64 7721 1008742399,5 10333

%Y Médias seguidas de letras distintas minGsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey ( P<0,05).
AB Medianas seguidas de letras distintas mailsculasna linha diferente entre si pelo teste de Dunn (P<0,05)

A Tabela 4 contém os resultados obtidos na comparacdo dos perimetros

foliculares e oocitarios de 17 gatas em diferentes faixas etarias. Os foliculos

primordiais do G1 diferiram significativamente do G2 quanto ao perimetro folicular;
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assim como 0s primarios unilaminares; os quais se mostraram significativamente
diferentes do G3. J& em relacdo ao perimetro oocitario, encontramos diminui¢ao
significativa entre os grupos G1 e G2 de foliculos primordiais e foliculos primarios

unilaminares, 0s quais se mostraram significativamente diferentes do grupo G3.

Tabela 4. Valores médios (X), erro padrdo da média (SEM) e mediana (Md) do
perimetro (um) de foliculos primordiais (P, n= 318), primarios unilaminares
(PU, n= 271), primérios multilaminares (PM, n= 271), secundérios (SE,
n=124) e pré-ovulatérios (PO, n= 55) de gatas classificadas em grupos de
acordo com a faixa etaria, Grupo 1 (4-12 meses), Grupo 2 ( > de 1-6 anos) e
Grupo 3 (> de 6 anos).

G1 (Jovens) G2 (Adultas) G3 (Idosas)

Estrutura Classe

X +SEM Md X £SEM Md X +SEM Md

P 157,24+2,13° 158 145,5612,02b 144,55 150,63i2,02ab 150,9
PU 272,82+34,55 222,4A 204,29+4,86 200,9B 217,0149,71 201,05B
Foliculo PM 407,25+13,65 364 424,68+17,21 390,3 395,65+20,52 348,5

SE 1487,5463,62 1405,7 1534,4+2227,5 1210,1 1253,9472,45 12741

PO 2958,2+144 2995,9 2940,0+128 3092,7 3430,84355,48 37494

P 129,90£1,81° 129,5 120,58+1,88° 11645 126,37+1,67" 1285

PU 152,99+2,73  150,3"  135,76#3,3  132,75°  143,18+4,82  137,9°

O6cito PM 198,53+5,07  194,1  208,80#8,15 1949  197,29+7,34 187,35
SE 342,28#16,62 3292  279,81#12,65  277,5  282,70+18,48 2846

PO 311,63+11 302,65 327,35+12,41 3234 344,74+43,82 363,9

®Y Médias seguidas de letras distintas minisculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey ( P<0,05).
AB Medianas seguidas de letras distintas maiGsculas na linha diferente entre si pelo teste de Dunn (P<0,05)
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4.2.Relagcado de Crescimento do foliculo e do odcito

Verificando todos os foliculos mensurados, foi determinada a relagéo entre
o crescimento folicular e oocitario, utilizando o diametro, a area e o perimetro dos
1039 foliculos.

Para cada estagio folicular foram estabelecidas 3 equacfes lineares que
representam o padrdo de crescimento entre o foliculo e odécito. Uma equacao
demonstra esta relacdo utilizando o diametro folicular e oocitario; a outra mostra a
relacdo através da area folicular e oocitaria; e por fim, a equagdo que utiliza o
perimetro folicular e oocitario. Assim temos as seguintes equacfes, onde x=
mensuracao folicular e y= mensuragao oocitaria. Nos foliculos pré-ovulatérios néo
houve correlacéo positiva entre o crescimento do oécito em funcéo do foliculo.
4.2.1. Foliculo Primordial

60,0 - .

50,0 - *
S 40,0 - y =0,7405x + 7,0833
= R2=0,7655
8 30,0 -
(5]
e} i
S 20,0 ®

10,0 . . .

20,0 40,0 60,0 80,0
Foliculo (um)

Figura 9. Representagdo grafica da relagdo entre o diametro folicular e oocitario,
em pm, de 318 foliculos primordiais, de 17 gatas de diferentes faixas etarias.

3000,0 -
T © 3
£ 20000 | *e
S f 4
S 1000,0 - *
3 y =0,6598x + 49,767
R2=0,8608
0,0 T T T
500,0 1500,0 2500,0 3500,0
Foliculo (umM?)

Figura 10. Representacdo grafica da relac@o entre a area folicular e oocitaria, em
um?, de 318 foliculos primordiais, de 17 gatas de diferentes faixas etarias.
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200,0 -
2 3

~ 160,0 - 2%
£ .
2 1200 -
2 y=0,8043x + 3,9923
S 80,0 R2=0,8582
o

40,0 . ; .

80,0 130,0 180,0 230,0
Foliculo (1um)

Figura 11. Representacdo gréfica da relacdo entre o perimetro folicular e
oocitario, em pum, de 318 foliculos primordiais, de 17 gatas de diferentes faixas
etarias.

.4.2.2. Foliculo Priméario Unilaminar

150,0 -
£ 1000 - *
]
S 50,0 y =0,506x + 11,301
o R2=0,7695
0,0 T T T T T T T 1
25,0 50,0 75,0 100,0 125,0 150,0 175,0 200,0 225,0
Foliculo (um)

Figura 12. Representagdo grafica da relagédo entre o diametro folicular e oocitario,
em um, de 271 foliculos primarios unilaminares, de 17 gatas de diferentes faixas
etarias.

8000,0
6000,0
4000,0
2000,0

0,0

y=0,2702x+ 657,73

2 R?=0,7677

0dcito (um2)

0,0 10000,0 20000,0 30000,0 40000,0
Foliculo (um?2)

Figura 13. Representacdo grafica da relac@o entre a area folicular e oocitaria, em

um?, de 271 foliculos primarios unilaminares, de 17 gatas de diferentes faixas

etarias.
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g 210,0 'S
o 140,0 -
= y =0,0422x + 134,89
g 700 - R2=0,0887
o

0,0 T T T
0,0 1000,0 2000,0 3000,0
Foliculo (um)

Figura 14. Representagdo grafica da relagcdo entre o perimetro folicular e
oocitario, em pm, de 271 foliculos primarios unilaminares, de 17 gatas de
diferentes faixas etarias.

4.2.3. Foliculo Primario Multilaminar ou Pré- Antral
200 -

y =0,3033x + 24,166
R2=0,549

Odcito (um)
= =
o ul
o o

ul
o
1

o

150 250 350 450
Foliculo (um)

ul
o

Figura 15. Representacdo grafica da relacdo entre o didametro folicular e oocitario,

em pum, de 271 foliculos primarios multilaminares, de 17 gatas de diferentes faixas
etarias.

80000,0 -
:g 60000,0 - y=0,1504x + 1401
=40000,0 - R2=0,2163
o
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0,0 + E——— . . .
0,0 40000,0 80000,0 120000,0
Foliculo (Lm?)

Figura 16. Representacado grafica da relacdo entre a area folicular e oocitaria, em

um?, de 271 foliculos priméarios multilaminares, de 17 gatas de diferentes faixas
etarias.
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800,0
600,0
g 400,0 y =0,3024x + 77,633
< 2000 R?=0,5464
=
g 00+ . . .
© 0,0 500,0 1000,0 1500,0
Foliculo (um)

Figura 17. Representacdo grafica da relacdo entre o perimetro folicular e
oocitario, em pm, de 271 foliculos primarios multilaminares, de 17 gatas de
diferentes faixas etarias.

4.2.4 Foliculo Secundario ou Antral

800,0
y =0,0782x + 70,059

o 600,0 L R2=0,0297
2 400,0
o * V'S
£ 2000 A
Ne}
o OIO T T T T T T T

0,0 100,0 2000 300,0 400,0 500,0 600,0 7000 800,0 900,0

Foliculo (um)

Figura 18. Representacao gréafica da relacdo entre o diametro folicular e oocitario,
em um, de 124 foliculos secundarios, de 17 gatas de diferentes faixas etarias
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E 40000,0 4
330000,0
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e y =0,0369x + 2603,7
O 10000,0 R2=0,3275
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0,0 200000,0 , 400000,0 600000,0
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Figura 19. Representacdo grafica da relacéo entre a area folicular e oocitario, em
um?, de 124 foliculos secundarios, de 17 gatas de diferentes faixas etarias.
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800,0 - ot y =0,0248x + 270,62
= 6000 - N R2=0,0616
ER
% 400,0 - N
S 200,0 -

0,0 T T T
0,0 4000,0 8000,0 12000,0
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Figura 20. Representacdo grafica da relacdo entre o perimetro folicular e

oocitario, em um, de 124 foliculos secundarios, de 17 gatas de diferentes faixas
etarias.

A partir das analises das figuras anteriores é possivel afirmar que antes da
formagdo do antro (193,3 um — valor do didametro do menor foliculo antral), o
crescimento do odcito acompanha o crescimento das células da granulosa do
foliculo. Para obter tal informacdo foram utilizados 860 foliculos ovarianos pré-
antrais (318 primordias, 271 primarios unilaminares e 271 primarios
multilaminares) na confeccdo da Figura 21, onde se obteve a correlacdo do
crescimento de foliculos pré-antrais. A equacéo linear é y= 0,3048x + 25,018 (r’=
0,7239) (x= didametro folicular e y= diametro oocitario).

Com a formacgéo do antro, o crescimento oocitario se torna mais lento que o
crescimento do foliculo. Fica evidente esta diminuicdo do crescimento por meio da
reducdo da inclinacdo da reta a partir dos foliculos secundérios. Efetuando-se uma
nova andlise, esta com 179 foliculos antrais (124 secundarios e 55 pré-
ovulatérios), a nova correlacdo, também apresentada da Figura 21, apresentou a
equacdo linear y= 0,0072x + 98,001 (r’= 0,0015) (x= diametro folicular e y=
didametro oocitario).

A interseccdo das duas retas da Figura 21 correspondeu a foliculo de
2454um de diametro folicular e 99,8um de diametro oocitario. Tal foliculo

representa a interrupcdo do crescimento paralelo entre odcito e foliculo.
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Figura 21. Representacdo grafica da relacdo entre o didmetro folicular e oocitério,
em pm, de 860 foliculos pré-antrais (318 primordiais, 271 primarios unilaminares e
271 primarios multilaminares), e entre o diametro folicular e oocitario, em um, de
179 foliculos antrais (124 secundarios e 55 pré-ovulatérios), de 17 gatas de
diferentes faixas etarias.
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V. DISCUSSAO

Neste estudo o diametro folicular médio foi superior em foliculos
primordiais, primarios unilaminares e primarios multilaminares (45,13 pum, 70,35
pm e 127,60 pm), quando comparado aos diametros encontrados em outras
espécies como em porcas pré-puberes (33,8 um, 40,4 um e 84,5 um) (Silva et al,
2011) e mulheres jovens (<13 anos) (39 um e 44,1 um) (Westergaard et al, 2007).
Ainda se tratando de espécies diferentes e com ovarios maiores, percebe-se que
os valores nas gatas jovens foram superiores.

Em gatas adultas, o diametro folicular médio foi inferior em foliculos
primordiais, primarios unilaminares e primarios multilaminares e superior nos
foliculos secundarios ou antrais (41,51 um, 64,43 um, 132,53 um e 400,51 pm,
respectivamente) quando comparado aos resultados de Reynaud et al (2009)
(44,3 pm, 86,2 um, 155,6 um e 223,8 um, respectivamente). Outros estudos em
gatas observaram diminuicdo na média dos diametros de foliculos primordiais,
primarios unilaminares e secundarios (primarios multilaminares), cujos valores
foram 28,3 um, 41 um e 74,6 um (Carrijo Jr et al 2010) e 38,8 um, 63,9 um e 98,7
pum, respectivamente (Barber et al (2001). Diferengas também foram evidenciadas
no diametro folicular médio de outras espécies como, por exemplo, em ovelhas
adultas, onde os foliculos primordiais apresentaram média de 39,4 um (Lundy et
al, 1999). Ja em cadelas os valores referentes aos primordias, primarios
unilaminares, primarios multilaminares (secundarios) foram 44,3 pm, 50,7 um,
148,9 um, respectivamente (Barber et al, 2001).

O diametro folicular médio em gatas idosas foi superior em foliculos
primordiais, primarios unilaminares (43,24 pm e 68,11 um, respectivamente)
quando comparado a outras espécies como mulheres acima de 36 anos, que
obtiveram médias de 39,4 um e 53,5 um (Westergaard et al, 2007) e bufalas pos-
puberes (7-10 anos) (35 um e 41,8 um, respectivamente) (Mondadori et al, 2007).

O diametro oocitario médio de gatas jovens foi superior em foliculos
primordiais, primarios unilaminares e primarios multilaminares (40,55 um, 47,97

um e 62,35 um, respectivamente) quando comparado a outras espécies.
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Pesquisas em leitoas pré-puberes apresentaram diametros oocitarios medios de
26 pum, 27,3 um e 39,1 um (Silva et al, 2011). J& em mulheres (<13 anos) 0s
valores encontrados para foliculos primordias e primarios unilaminares foram 34,3
um e 41 um, respectivamente (Westergaard et al, 2007).

Em gatas adultas o diametro oocitario médio foi superior em foliculos
primordiais, primarios unilaminares e primarios multilaminares (43 pm, 65,77 um e
98,62 um, respectivamente) quando comparados aos resultados em gatas de
outros estudos como de Reynauld et al (2009) (40,5 pm, 63,8 um e 97,3 um,
respectivamente) e aos de Carrijo Jr et al (2010) que foram 23,1 um, 30,1 um e
40,8 um, respectivamente. Estudos em ovelhas adultas evidenciaram valores
semelhantes em foliculos primordiais (34,1 um) (Lundy et al, 1999).

A média do didametro oocitario em gatas idosas foi maior em foliculos
primordiais, primarios unilaminares e primarios multilaminares (39,41 um, 45,24
um e 62,05 um, respectivamente) quando comparado aos de bufalas pés-puberes
(24,9 pm, 26,9 um e 29,4 um, respectivamente) (Mondadori et al, 2007). Ja em
mulheres acima de > 36 anos os diametros oocitarios para foliculos primordiais e
primarios unilaminares foram 35,1 um e 39,5 um, respectivamente (Westergaard
et al, 2007).

Hewitt e England (1998) avaliaram os efeitos da idade de cadelas e o
tamanho de odcitos quando submetidos a maturacéo in vitro (MIV) e verificaram
que estruturas com diametros inferiores a 100 pm possuem material nuclear
menor e, portanto, menor competéncia meidtica. Fémeas com idade superior a
sete anos obtiveram bons resultados, porém, as mais jovens tiveram maior
sucesso na maturacdo. Ja neste estudo os odcitos de gatas com as médias dos
didmetros acima de 100 pm foram os provenientes de foliculos secundérios e
gatas jovens apresentaram oS maiores valores para diametro, area e perimetro,
sugerindo que esta faixa etaria seria ideal para a manipulacdo de odcitos e
consequentemente maiores seriam as chances de sucesso na MIV.

Westergaard et al (2007) verificaram reducdo do diametro médio folicular

em foliculos primordiais e primarios de mulheres acima de 36 anos (39.4 um)
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quando comparados aos outros grupos mais jovens (20-27 anos - 41,9 um), 27-36
anos — 41,5 um). No presente estudo os parametros morfométricos avaliados em
foliculos primarios unilaminares também foram inferiores em gatas idosas em
relagdo as jovens (Diametro- G1: 70,30 pm e G3: 62,25 pm) (Area - G1: 3810,3
um? e G3: 3086,7 pm?) (P- G1: 222,4 pm e G3: 201,05 pm). Os dados revelaram
efeitos relacionados com a idade e sugerem que foliculos remanescentes e seus
respectivos oocitos diminuem de tamanho com a idade.

.0 inicio do acumulo de liquido antral foi observado em foliculos a partir de
193,3 um de diametro, valor superior (164 um) ao encontrado por Reynaud et al
(2009). Evidenciou-se padréo bifasico na dinAmica entre o crescimento folicular e
oocitario, corrobando com os resultados de Reynaud et al (2009). Durante a
primeira etapa de desenvolvimento (foliculos primordiais, primarios unilaminares e
primarios multilaminares), a taxa de crescimento entre foliculo e odcito foi alta e
mostra correlacdo linear, obtendo-se a equacdo linear y= 0,3048x + 25,018,r’=
0,7239 (x= didmetro folicular e y= diametro oocitario). Apés a formacéo do antro e
desenvolvimento de foliculos secundarios e pré-ovulatorios, o padrdo de
crescimento do odcito diminuiu em relacdo ao significante crescimento folicular.
Desta forma nova correlacéo linear: y= 0,0072x + 98,001, r>= 0,0015 (x= diametro
folicular e y= didmetro oocitario) foi observada. Os resultados do crescimento dos
oocitos em funcdo dos foliculos foram superiores aos descritos por Reynaud et al.
(2009), que foram (y= 0,526x + 17,68, r>= 0,92) para foliculos pré-antrais, e (Y=
0,10x + 85,68, r’=0,11) para foliculos antrais.
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VI. CONCLUSAO

Os parametros morfométricos dos foliculos e odcitos de gatas de diferentes
idades foram avaliados, classificando-0os nas respectivas categorias de acordo
com as caracteristicas observadas.

Gatas jovens obtiveram maiores valores para diametro, area e perimetro
em foliculos primérios unilaminares em relacdo as idosas. Sugere-se que o “pool’
de foliculos pequenos remanescentes e seus respectivos o0citos presentes no
ovario diminuem com a idade e que na fase senil esses foliculos sdo de baixa
qualidade, quando comparados ao inicio da vida reprodutiva.

Esse estudo possibilitou a observacdo do momento da formacéao do antro e
evidenciou padréo bifasico do crescimento folicular em gatas domésticas,
semelhante ao observado em outros animais domeésticos, ou seja, antes da
formacg&o do antro o crescimento do odcito era paralelo ao do foliculo, j& apds a
formacdo do antro o crescimento do odcito era minimo em relacdo ao grande
desenvolvimento folicular.

A gata doméstica representa modelo ideal para estudar a foliculogénese
devido a disponibilidade de foliculos em todos os estagios, durante toda a vida
reprodutiva. Estudos histomorfométricos do ovario poderdao auxiliar em pesquisas
de tecnologias reprodutivas assistidas, como por exemplo, a maturagéo in vitro
(MIV), ja que o tamanho e qualidade dos foliculos e odcitos poderao afetar na MIV
em felinos domésticos. Adicionalmente, estes estudos poderdo auxiliar na

preservacao de felinos selvagens em extingao.
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Apéndice 1 Protocolo anestésico utilizado para cirurgia de OSH (Ovariosalpingo-
histerectomia) em gatas domésticas.

MPA (Anestesia Pré-operatoria)
(IM- Intramuscular)

Acepromazina (0,05 mg/kg)
Morfina (0,3 mg/ kg)
Midazolam (0,2 mg/kg)

Inducéao
(IV- Intravenoso)

Ketamina (5 mg/kg)
Xilazina (0,5 mg/kg)

Anestesia Peridural
(0,3 mL/kg)

Lidocaina (2% com vasoconstritor)
Bupivacaina (0,5% com vasoconstritor)
Fentanil (2 mcg/kg)

Apéndice 2 Titulacdo hormonal de progesterona (P4) de gatas classificadas em
grupos de acordo com a faixa etaria, Grupo 1 ( até 1 ano), Grupo 2 (>1
até 6 anos) e Grupo 3 (> 6 anos), Aracatuba, SP, 2013.

Grupo Idade (anos) ng/mL Py
1 0,8 0,845
1 1 0,103
1 1 0,002
1 0,6 0,343
1 0,4 0,373
1 1 0,236
2 2 0,143
2 14 0,148
2 3 0,207
2 5 0,174
2 2,6 0,126
2 3 0,080
3 11 0,369
3 6,6 0,359
3 6,6 0,126
3 9 0,047
3 8 0,145
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