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ABREVIATURAS

AMH=Hormaonio Anti-Mulleriano

CG=C¢élulas germinativas

CGP=Células germinativas primordiais
CL=C¢élulas de Leydig

CS=C¢élulas de Sertoli

CV=Coeficiente de variacao

FIV=Fertilizag&o in vitro

FSH=Horménio foliculo estimulante
GnRH=Horménio gonadotrdpico
HHG=Hipotalamo-hipéfise-gbnada

IGF=Fator de crescimento semelhante a insulina
LH=Hormonio luteinizante

P4=Progesterona

PC=Peso de carcaca

PFOA=Populacéo de foliculos ovarianos antrais
PFOT=Populagéo folicular ovariana total
QFOF=Quantidade de foliculos ovarianos fetais
RGC=Revestimento de gordura na carcaca
RIA=Radioimunoensaio

SOP=Sindrome do ovario policistico

TE=Transferéncia de embrides
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INFLUENC}A MATERNA [\IAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
DE OVARIOS E TESTICULOS DE FETOS BOVINOS DA RACA
NELORE

RESUMO

Estudar o desenvolvimento das gbnadas, permite entender alguns
fatores que podem interferir no seu desenvolvimento e futuramente no
perfil reprodutivo do animal na vida adulta. Considerando a influéncia da
condig&o corporal e fisioldgica das vacas sobre o desenvolvimento dos
orgdos fetais durante a gestacdo, este trabalho avaliou o
desenvolvimento morfoldgico testicular e ovariano de fetos bovinos da
raca Nelore e comparou-os com a condicdo corpérea materna
(revestimento de gordura — RGC; e peso da carcaca — PC; idade,
populacao folicular ovariana total — PFOT; e antral - PFOA). Foram
coletados 372 fetos (210 fémeas e 168 machos), com idade gestacional
de 3 a 8 meses, de bovinos da raga Nelore, abatidos em frigorifico da
regido de Aracatuba, SP. Amostras de sangue das vacas foram
coletadas para quantificacdo de leptina, insulina e progesterona
plasmatica. O peso (g) e o volume (mm?3®) das gbnadas fetais foram
mensurados. As gbnadas fetais foram processadas com técnica de
histologia classica e foram feitos cortes histolégicos de 3 um de
espessura, em intervalos médios de 210 um. Durante toda a gestacdo o
peso e o volume total dos ovéarios dos fetos apresentam correlacao
positiva com a quantidade de foliculos ovarianos fetais (QFOF) (r=0,78,
p<0,0001 e r=0,80, p<0,0001) e o peso e volume testicular com a
guantidade de células de Sertoli (CS; r=0,84, p<0,0001 e r=0,92,

p<0,0001), de Leydig (CL; r=0,80, p<0,0001 e r=0,90, p<0,0001) e



germinativas (CG; r=0,84, p=<0,0001 e r=0,93, p<0,0001). A idade
materna foi correlacionada com a quantidade de foliculos ovarianos
primarios (r=0,14, p=0,05) e de CG nos testiculos fetais (r=0,10, p=0,04).
A PFOT foi correlacionada negativamente nas fémeas com a QFOF (r=-
0,31, p=0,001) e nos machos com a quantidade de CS nos testiculos
(r=0,18 e p=0,03), e a insulina das vacas com a QFOF (r=-0,18 e
p=0,02) e com a quantidade de CS (r=-0,24 e p=0,005), CL (r=-0,25 e
p=0,004) e CG (r=-0,25 e p=0,005) nos testiculos dos machos. Concluiu-
se entdo que o RGC, a idade, o PC, a PFOT e a PFOA maternos
influenciam tanto na quantidade de foliculos ovarianos quanto das

células CS, CL e CG dos testiculos fetais durante a gestacao.

Palavras-chave: prenhez, foliculo ovariano, células de Sertoli, células

intersticiais do testiculo, células germinativas.



MATERNAL INFLUENCE IN NELORE BREED BOVINE FETAL
OVARIAN AND TESTICULAR MORPHLOGICAL CHARACTERISTICS
SUMMARY
The study of gonadal development allows to understand some factores
that can interfere in its development and futurely, in animal reproductive
profile, in adult life. Considering the cows body condition and
physiological influences on the development of fetal organs during the
pregnancy, This experiment aimed to evaluate the fetal testicular and
ovarian morphological development in beef cattle of Nelore breed and
compare it to maternal body condition (carcass weight — CW, carcass
yield grade — CYG, age and antral follicle counts — ACF). There were
collected 372 bovines fetus from Nellore cows (210 females and 162
males), aging between 3 and 8 months, obtained from a slaughterhouse
in Aracatuba region — SP. Blood samples from the cows were collected
to leptin, insulin and progesterone plasmatic quantification. The gonadal
weight (g) and volume (mm?®) were measured. The fetal gonads were
submitted to classical histology proceedings and 3 um thickness were
cut, in 210 pm intervals. During gestation, both fetus ovarian weight and
volume were correlated with the number of ovarian follicles (NOF)
(r=0,78, p<0,0001 and r=0,80, p<0,0001) and in male, both testicular
weight and volume were correlated with Sertoli cells count (CS; r=0,84,
p<0,0001 and r=0,92, p<0,0001), Leydig cells count (LC; r=0,80,
p<0,0001 and r=0,90, p<0,0001) and germ cells count (GC; r=0,84,
p=<0,0001 and r=0,93, p<0,0001). Maternal age was correlated with

primary follicles count (r=0,14, p=0,05) in the fetal ovaries and with GC



(r=0,10, p=0,04) in the fetal testis. The maternal total follicle count (TFC)
was negatively correlated with NOF (r=-0,31, p=0,001) in the fetal ovaries
and positively with GC in the fetal testis (r=0,18, p=0,03), maternal insulin
plasmatic concentration was negatively correlated with NOF (r=-0,18,
p=0,02) in ovaries and with SC (r=-0,24, p=0,005), LC (r=-0,25, p=0,004)
and GC (r=-0,25, p=0,005) in the testis. We concluded that (CW, CYG,
age, AFC and TFC have influence in the number of fetal follicles count,

and on fetal testis in SC, LC and GC count during the pregnancy.

Key-words: animal pregnancy, ovarian follicle, Sertoli cells, testicular

intersticial cells, germ cells.
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1 INTRODUGCAO

O Brasil possui um rebanho com cerca de 209,79 milhGes de
bovinos, apresentando cerca de 76,12 milhdes de fémeas (62,6 milhdes
de vacas e 13,5 milhdées de novilhas = 24 meses) em idade reprodutiva e
133,07 milhdes de machos, sendo a Nelore, a principal raca de corte
criada no pais, correspondendo a 80% do rebanho brasileiro
(ANUALPEC, 2013).

As falhas na reproducgéao sédo um dos mais importantes fatores que
limitam o desempenho da pecuéaria de corte brasileira (PESSUTI;
MESSADRI, 2004). Porém este ramo da economia nacional tem tido
uma demanda crescente de animais com alto valor genético,
impulsionando assim o uso de biotecnologias avancadas, notadamente
aquelas associadas a reproducdo animal. Alteracdes decorrentes do
periodo fetal podem trazer grandes prejuizos ao sistema produtivo,
principalmente por ndo permitir que o animal demonstre no seu fenétipo
toda a capacidade genotipica que possui, causando uma pobre selecdo
em programas de inseminagédo (REYNOLD et al., 2010).

Disturbios do periodo fetal podem trazer efeitos a longo prazo na
saude animal na vida adulta (REYNOLDS; CATON, 2012), sendo assim,
o conhecimento do desenvolvimento pré-natal de gbnadas pode fornecer
informacdes importantes sobre o futuro perfil fisiologico e reprodutivo do
animal. No entanto, a maioria dos estudos encontrados na literatura, foi

realizada com racgas taurinas (Bos taurus taurus).
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Em fémeas, varios estudos indicam que a fertilidade de vacas
pode ser comprometida em animais com baixa contagem folicular nos
ovarios, promovendo efeitos deletérios na maturagédo e desenvolvimento
dos odcitos devido a alta concentragdo de estradiol intrafolicular
(IRELAND et al, 2009). Em humanos, o numero de foliculos ovarianos
antes da superovulacéo, para tratamentos de fertilizagéo in vitro (FIV) e
transferéncia de embrides (TE), tem sido considerado como preditor da
resposta ovariana a estimulacdo de gonadotrofinas (BECKERS et al,
2002). Em bovinos leiteiros, o numero de foliculos ovarianos antes do
tratamento superovulatorio tem sido correlacionado com o namero de
foliculos e corpos lateos depois da superovulacdo e o total de odcitos
viaveis recuperados (TANEJA et al, 2000). Em bovinos de corte ainda
sdo escassas as informacOes para determinar as causas sobre a
variagdo folicular ovariana existente, sendo necessaria a realizagdo de
mais estudos.

Em machos, o conhecimento da espermatogénese e fisiologia
testicular € fundamental para a compreensdo dos processos que
definem a capacidade de producdo espermatica e a identificagcdo de
causas potenciais de infertilidade e subfertilidade (AGUIAR et al., 2006).
Segundo Sharpe et al. (1994) as células de Sertoli resultantes da fase
fetal determinam a quantidade de células germinativas que se formaréo
na espermatogénese, ou seja, o volume de produgcdo espermatica do
animal na vida adulta. Além disso, a massa testicular, que também pode
ser utilizada para estimar a capacidade de producédo espermética pelo

parénquima testicular, pode ser correlacionada com a qualidade do
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sémen do animal (GUERRA et al.,, 2013). Sabe-se que o tamanho
testicular do touro é altamente correlacionado com a idade em que sua
filha entrard na puberdade (MOSER et al.,, 1996), e também com o
diametro escrotal que tera sua progénie macho (BRINKS et al., 1978).

Pesquisas demonstram que o desempenho reprodutivo de
animais na vida adulta é determinado por diversos fatores ambientais e
maternos que atuam em diferentes fases do desenvolvimento desde a
concepcao até apos o nascimento (DU et al, 2010, RHIND et al., 2001).
A nutricho materna interfere no crescimento, desenvolvimento e
funcionalidade da maioria dos sistemas de Orgaos fetais (REYNOLDS;
CATON, 2012), incluindo os ovarios (MOSSA et al., 2013), testiculos
(CATON; HESS, 2010), glandula mamaria (DU et al, 2010), figado
(REYNOLDS et al., 2010), intestino delgado (DU et al., 2011), sistema
cardiovascular (MOSSA et al., 2013) e sistema musculo esquelético (DU
et al., 2010). O crescimento prenatal € muito sensivel a variacdo na
ingestdo de nutrientes pela mae principalmente nos estagios
embrionérios iniciais (ROBINSON et al,, 1999).

Nos estagios iniciais do desenvolvimento fetal, o desenvolvimento
das gbnadas pode ser influenciado e até interrompido por subnutricdo e
nas fémeas o inicio da meiose do odcito pode ser atrasado (RHIND et
al., 2001). Em ratas, a fungéo ovariana fetal foi influenciada pelo status
nutricional e clinico materno, e o declinio da populacéo folicular ovariana
acarretou mudancas nas taxas de ovulacdo e inicio precoce da

menopausa (SLOBODA et al., 2009).
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Em machos, a concentracdo plasmética de testosterona de
cordeiros nascidos de ovelhas alimentadas com 150% do requerimento
nutricional foi maior do que em cordeiros nascidos de animais controle
(100% do requerimento nutricional) (ALEXANDER et al, 2009). Esta
menor concentracdo de testosterona poderia ser responsavel por um
menor comportamento sexual na vida adulta (RESKO et al., 1999). Além
disto, em estudo realizado por Ford et al. (2007) cordeiros nascidos de
maes alimentadas com 50% do requerimento nutricional obtiveram
menor massa magra e maior massa de gordura visceral aos 8 meses de
idade se comparados daqueles que animais nascidos de maes sem
restricdo alimentar. He et al. (2013) também encontraram diferencas
significativas entre o peso do timo, coragcdo, abomaso e intestino
delgado em cordeiros nascidos de maes submetidas a restricdo
alimentar durante a gestacao.

Considerando que a condigdo corporal e energética das vacas
influenciam o desenvolvimento dos 6rgéos fetais durante a gestacéo, a
principal hipétese deste trabalho é que vacas com mais velhas, com
maior peso de carcaca, revestimento de gordura na carcagca e alta
contagem de foliculos antrais ovarianos tendem a gerar descendentes
com maior populagédo folicular nos ovarios ou maior populacdo de
células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos. O objetivo foi
demonstrar a influéncia de parametros fisiolégicos maternos no
desenvolvimento dos ovérios e testiculos fetais de bovinos da raca

Nelore.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Programacao fetal

Atualmente existem inumeros trabalhos que demonstram a
relacdo entre fatores ambientais e o efeito no desenvolvimento fetal,
principalmente no inicio da gestacdo. Este conceito, no qual fatores
ambientais podem reorganizar ou alterar permanentemente os sistemas
fisiolégicos e comportamentais do animal, € chamado de programacéao

fetal (MEANEY et al., 2007).

Durante a vida fetal e pés natal, o animal pode sofrer alteragfes
irreversiveis no tecido ou na estrutura dos o6rgaos, além de possiveis
mudancgas permanentes na funcdo tecidual, devido a alteragbes
epigenéticas. Estes distarbios podem resultar em efeitos na vida adulta

do animal (HE et al., 2013).

Mudancas na estrutura durante o desenvolvimento fetal podem
ser exemplificadas pelos masculos e ovarios, uma vez que a quantidade
de fibras musculares € estabelecida antes do nascimento (DU et al.,
2010), assim como a quantidade de foliculos ovarianos (WEBB et al.,
2004). O numero de fibras musculares e de foliculos ovarianos séo
influenciados pela condicéo alimentar materna durante a gestacéo (DU

et al., 2010; MOSSA et al., 2009).

Por outro lado, a alteracdo epigenética ocorrida durante a



37

7

gestacdo por meio da restricdo alimentar materna é explicada pela
epigenética, que se refere aos mecanismos de ativagdo ou supressao da
expressdo génica independente da sequéncia de DNA genético (HE et
al.,, 2013). Processos epigenéticos sado influenciados por fatores

ambientais e também hereditarios (SKINNER et al., 2010).

2.2Desenvolvimento gonadal

A gbnada dos mamiferos é derivada das células germinativas da
parede do saco vitelinico e das células do estroma do mesonéfron
primitivo (ERICKSON; BLECHER, 2004). Em Humanos, durante a quarta
e quinta semana do desenvolvimento embrionario ocorre a migracao das
células germinativas do saco vitelinico para a crista gonadal, e na sexta
semana as células germinativas séo incorporadas nas gbnadas ainda
nao diferenciadas (SADLER, 2010). De acordo com Diniz et al. (2005),
em bovinos, as células germinativas primordiais surgem no saco vitelino
e migram via endoderma do intestino posterior até o mesentério,
seguindo para as pregas mesonéfricas e finalmente para a crista

gonadica.

Em humnos, a diferenciagdo gonadal ocorre na sétima semana de
gestacdo (KOTA et al., 2014), para ambos os sexos, devido a diversos
fatores genéticos (FROJDMAN et al., 1989). Nas fémeas bovinas,
pequenos conjuntos de células germinativas e intersticiais se formam,

envoltos por uma membrana que possui areas de contato com as células
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dos corddes intersticiais (PARANKO, 1987). Largos conjuntos de
corddes celulares s&o encontrados na zona medular do ovario
(FROJDMAN et al.,, 1989). No inicio da diferenciagdo ovariana, 0
intersticio é mais escasso se comparado ao testiculo em
desenvolvimento no mesmo periodo e por esta razdo, 0S ovarios
apresentam menor crescimento de tamanho que o0s testiculos

(FROJDMAN et al., 1989).

Nos machos, o0s conjuntos de células germinativas se unem
formando grandes e alongados corddes celulares (FROJDMAN et al.,
1989). Estes corddes sdo envoltos por uma membrana formada por
colageno tipo lll, IV e V, laminina e fibrinonectina (FROJDMAN et al.,
1989). As citoqueratinas, provenientes das células de Sertoli, aumentam
gradativamente junto com os componentes de membrana subeptelial, no
mesmo periodo em que ocorre a formacgéo da tanica albuginea, derivada
da diferenciacéo do epitélio (ASLAN et al., 2004) e separam os corddes
de células germinativas do epitélio testicular (PARANKO ef al., 1986). A
regressdo do ducto paramesonéfrico € proveniente da diferenciacdo
funcional das células de Sertoli, que produzem AMH (Hormonio Anti-
Mulleriano) (LA MARCA; VOLPE, 2006). Concomitante ao crescimento
dos corddes testiculares, ha o crescimento e diferenciacdo do intersticio,
formado pelas células de Leydig, que ativam a producéo de andrégenos,

e células midides (FROJDMAN et al., 1989).
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2.300génese e Foliculogénese

Nas espécies domésticas, as fémeas nascem com um estoque
finito de odcitos, formado ainda no decorrer da vida fetal, como
consequéncia de dois processos: a oogénese e a foliculogénese (WEBB
et al., 2004). Durante o desenvolvimento embrionario ocorre a migracéo
das células germinativas primordiais para a crista gonadal, seguida por

sua diferenciacdo em oogonias (PEPLING, 2006).

Conforme descrito por Risse (1983), a oogénese em ruminantes
consiste na formacdo e diferenciacdo das células germinativas
primordiais (CGP) até o estagio de odcito hapléide fecundado. No
interior da gonada em formacao, as CGP iniciam sua diferenciagdo em
oogbnias e a oogénese termina antes ou logo apds o nhascimento,
guando as oogbnias entram em profase da meiose, ou seja, tornam-se
odcitos. De acordo com Erickson (1966) a oogénese inicia-se entre 0s
dias 75 e 80 de gestacdo e encerra entre 150 e 180 dias
(aproximadamente 170 dias) em vacas da raca Hereford. A oogénese na
raca Nelore tem inicio e duracdo semelhantes a de racas taurinas (DINIZ

et al., 2005).

Em relacdo a foliculogénese, a raca Nelore apresenta uma
antecipacdo no periodo de seu surgimento, o que a difere das racas
taurinas (DINIZ et al., 2005). A foliculogénese inicia-se desde a vida fetal
até o final da vida reprodutiva, com processos ciclicos (AIRES, 2008)

onde ocorrem a formacdo e selecdo de foliculos primordiais até o
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desenvolvimento de foliculos antrais, de Graaf ou pré ovulatorios
(SAUMANDE, 1991). As fémeas zebuinas produzem maior numero de
foliculos que as taurinas (SENEDA et al.,, 2010), e apresentam maior
guantidade de foliculos menores que 5mm de didmetro (SEGERSON et
al., 1994). Por outro lado, Silva et al. (2009) ndo encontraram diferenca
estatistica (p>0,05) entre a populacdo folicular fetal entre diferentes
espécies bovinas, nem tao pouco na quantidade de foliculos ovarianos

em novilhas de Bos indicus (Nelore) e Bos taurus (Angus).

Odcitos e foliculos apds formados, tém seu numero reduzido
consideravelmente a partir da segunda metade da gestacdo por perdas

continuas ao mecanismo de atresia folicular (DINIZ et al., 2005).

2.4Morfogénese testicular

Os testiculos, assim como os ovarios, possuem dupla funcéo:
espermatogénese e secrecdo dos hormonios (HAFEZ, 2004). Sendo, a
primeira estimulada pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e
aumentada pela agdo dos andrégenos, principalmente a testosterona
(HAFEZ, 2004), mas também pelas gonadotrofinas, fatores de
crescimento (SHARPE, 1994) e o AMH (JACOMINI et al., 2007). Além
disso, seu desenvolvimento depende do suporte funcional das células de
Sertoli (MARTIN DU PAN; CAMPANA, 1993).

Dois mecanismos sdo responsaveis pela diferenca anatébmica,

fisiolégica e comportamental entre machos e fémeas: o andrégeno
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(testosterona), o qual determina o desenvolvimento do trato reprodutor
masculino e o horménio Anti-Miilleriano responsavel pela supressao do
ducto paramesonéfrico (Milleriano), a partir do qual se desenvolvem o
Gtero e a vagina (HAFEZ, 2004; LOVELL-BADGE, 1993). Segundo
Cardoso (1977) a estrutura testicular é formada essencialmente por dois
tipos celulares: células germinativas primordiais (CGP) que ocupam a
area central dos testiculos e as células de Sertoli (células de
sustentacao), delimitados por uma tunica propria formando os corddes
seminiferos.

Neste periodo, as células de Sertoli estdo funcionalmente
imaturas, porém sao proliferativas permitindo a formagdo de corddes
celulares do epitélio seminifero, impedindo as células germinativas de
entrarem em meiose e prevenindo a diferenciagdo e funcionalidade
precoce das células de Leydig (MACKAY, 2000). De acordo com
Sharpe, (1994) o numero resultante das fases proliferativas das células
de Sertoli é o que determina a quantidade de células germinativas que
se formardo na espermatogése, ou seja, determina o volume da
producdo espermatica na vida adulta. Existe uma relagéo linear entre o
namero de células de Sertoli e a producdo espermatica diaria (AMANN,
1970). Segundo Souza (2004) os espermatozoides sado originados das
células germinativas primordiais, diploides, encontradas nos fetos em
estagios iniciais do desenvolvimento.

Durante o desenvolvimento embrionario, as células germinativas
primordiais do embrido migram do saco vitelinico para as gbnadas

indiferenciadas (McLAREN, 2000). Depois de atingir a gbnada fetal, as
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células primordiais dividem-se varias vezes antes de formar os
gonaddcitos, que se multiplicam e se diferenciam em espermatogonias e
posteriormente em espermatozéides (AGUIAR et al., 2006). Ao contrario
das fémeas, 0os machos possuem uma populacdo celular em constante
processo de mitose no decorrer de toda a vida (SOUZA, 2004).

Em bovinos, a secrecdo de gonadotrofinas tem inicio aos 45 dias
de idade e, as células de Leydig fetais sdo rapidamente estimuladas pelo
horménio luteinizante (LH) e a testosterona até a regressdo da funcao
gonadotréfica (HAFEZ, 2004). No inicio da puberdade recomeca a
secrecdo de gonadotrofinas e as células de Leydig sdo reativadas
respondendo ao estimulo do LH (BOOCKFOR et al., 1983), produzindo
testosterona e controlando a diferenciacdo e funcdo das células de
Sertoli (GRIFFIN,1988).

No periodo fetal o hormbnio mais importante é o FSH o qual age
no desenvolvimento testicular, além da atuacéo, principalmente sobre a
taxa de proliferacdo das células de Sertoli (SOUZA, 2004). Sharpe et al.,
(2003) relataram que a supressédo do horménio FSH reduz em até 40% o

namero total de células de Sertoli produzidas pelo individuo.

2.5Perfil hormonal

A andlise da concentracdo sérica de alguns hormdnios tem sido
utilizada como indicadores do tamanho da reserva folicular, como por
exemplo, o horménio anti-mulleriano (AMH) (BAARENDS et al., 1995;

ELGYND et al., 2007; JAYAPRAKASAN et al., 2010; RICO et al., 2009).
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Em machos, este hormbénio é produzido pelas células de Sertoli e
provoca a regressdo do ducto de Miller, enquanto nas fémeas, é
produzido primariamente pelas células da granulosa de foliculos viaveis

em crescimento (LA MARCA; VOLPE, 2006).

O AMH ja foi correlacionado com o numero de foliculos
ovarianos em camundongos (KAVENAAR et al.,, 2006) e novilhas
taurinas (IRELAND et al.,, 2008). Tem sido considerado o melhor
marcador enddécrino para a reserva folicular ovariana em humanos
(GRUIJTERS et al., 2003; JAYAPRAKASAN et al., 2010; VISSER et
al., 2006), além de um excelente preditor da resposta ovariana ao
tratamento superovulatorio em fertilizagdes in vitro. (ELGINDY et al.,

2007).

Estudos in vitro com ratos machos demonstraram que o0 aumento
na concentracdo de FSH potencializado pelo hormonio triiodotironina
(T3) estimularam a expresséo de receptores de andrdgenos nas células
de Sertoli imatura, promovendo a maturacdo funcional destas células e
suprimindo a producdo do AMH (ARAMBEPOLA et al., 1998; SOUZA,
2004). Em ratos, o AMH pode ser considerado como marcador funcional
das células de Sertoli fetais, coincidindo a atividade antimulleriana com o
periodo inicial de diferenciagéo testicular, que envolve a organiza¢éo das
células intersticiais e de Sertoli, anterior & esteroidogénese (TRAN et al.,
1977).

Novilhas com alta contagem de foliculos antrais possuem
menores concentracdes séricas de FSH (BURNS et al., 2005; EVANS, et

al., 2010) e de LH durante o ciclo estral (JIMENEZ-KRASSEL et al.,
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2009). Isso pode ser explicado pelo fato de animais com menor numero
de foliculos apresentarem maior concentragcdo hormonal no fluido
intrafolicular, diferindo assim o feedback negativo hormonal, dado pela
maior producdo de estradiol sérico que os de animais com maior
populacédo folicular (EVANS et al., 2010; IRELAND et al., 2009). Por
outro lado, animais com baixa contagem folicular possuem baixas
concentracbes de AMH, progesterona e androgenos, se comparados
com animais de alta contagem folicular (EVANS et al., 2010).

Em machos o FSH eleva a taxa de proliferacdo das células de
Sertoli a0 passo que sua supressao reduz em 40% seu numero final
(SHARPE et al., 2003). J4 é sabido que as células de Sertoli tem relacdo
linear com a producdo espermatica diaria (JONHSON, 1986) e regula
indiretamente a quantidade de células germinativas na vida adulta
(SOUZA, 2004).

Evans et al. (2010) compararam a concentracdo sérica de
progesterona durante o ciclo estral entre vacas com alta e baixa
contagem de foliculos antrais e perceberam que 0s animais com menor
namero de foliculos apresentavam concentragdo hormonal menor que os
animais do outro grupo, concordando com os dados obtidos por
Jimenez-Krassel et al. (2009). No decorrer da gestagao, Nilsson e
Skinner (2009) observaram que a formacdo dos foliculos primordiais a
partir dos nichos de odcito € iniciada, com a diminuicdo da progesterona
no ovario fetal. O mesmo grupo de pesquisa, sugeriu que as
concentragfes de progesterona e estradiol no ovario fetal diminuem de

acordo com o aumento da idade gestacional e regulam a formacao de
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foliculos primordiais. Segundo Pepe et al. (2013) € com a diminui¢cdo da
concentracdo de progetserona que ocorre 0 aparecimento dos foliculos

primordiais no ovario fetal.

Sabe-se que em foliculos maiores de ruminantes, o fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) e a insulina estimulam a
proliferacdo e a mitogénese de células da granulosa e promovem a
esteroidogénese induzida por FSH (WEBB et al., 2007). Acredita-se que
mudangas nutricionais induzem alteragbes tanto nas concentragdes
séricas circulantes de insulina e de IGF-1 como o sistema IGF (I, Il, IV)
do fluido intraovariano que sdo importantes para o recrutamento folicular
(WEBB; CAMPBELL, 2007). Como descrito por Buratini et al. (2000) ha
evidéncias que os sistemas ovarianos de insulina e de IGF de animais
Bos taurus indicus diferem dos animais Bos taurus taurus. De acordo
com Alvarez et al. (2000) elevadas concentracdes de IGF-1 e baixas
concentragbes de FSH resultam em foliculos dominantes menos
persistentes, portanto em um maior nimero de ondas foliculares durante
um ciclo estral, traduzindo-se em uma maior incidéncia de ciclos estrais
com quatro ondas nos animais Bos taurus taurus.

Em machos os fatores de crescimento, regulam a proliferacéo de
varios tipos celulares, influenciam o crescimento do trato reprodutivo,
constituem o plasma seminal (ADASHI et al.,, 1991; EARP, 1991;
RAPPOLEE et al., 1989), podem estimular a esteroidogénese testicular
in vitro (SOUZA, 2004) além de permitirem a comunicagdo entre as
células de Sertoli e as células germinativas (SOUZA, 2004). De acordo

com Aumuller et al. (1990) a insulina e o IGF-I e Il participam do
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crescimento prostatico in vitro. Flores et al. (1998) relataram que o IGF-I
e Il participam no controle da diferenciacdo, desenvolvimento e
maturagdo das células germinativas. Glander et al. (1996) comprovaram
gque as concentragbes de IGF-I no plasma seminal apresentam
correlacdo positiva com a concentragdo esperméatica e com a proporgao

de espermatozoides humanos morfologicamente intactos.

2.6Nutricao e desenvolvimento gonadal

Inadequada ingestdo de energia e escore de condi¢céo corporal 2
(escala de 1 a 5) podem afetar negativamente a funcédo reprodutiva
(OWENS et al.,1993; SALMAN et al.,, 2006). Pesquisas recentes
envolvendo nutricdo e fertilidade de bovinos tem demonstrado a
influéncia nutricional sobre eventos moleculares e celulares, que
envolvem a produgcdo de gametas, desenvolvimento do foliculo,
ovulacdo, maturacéo oocitaria (ALMEIDA et al., 2007), desenvolvimento
embrionério, crescimento e implantagcdo do concepto (BASTOS, 2008).
Além disso, a concentracdo de alguns hormonios também pode sofrer
alteracdes de acordo com o aporte nutricional recebido (FERREIRA et
al, 2008; ROBINSON et al., 2006). Dentre os nutrientes que compdem a
dieta animal, a energia € o que mais afeta a reproducdo de fémeas

bovinas (SANTOS et al., 2006).



47

Da Silva et al. (2002) dizem que o numero de foliculos ovarianos
de cordeiros em final de gestacdo € alterado devido a dieta materna
modificar a expressao do gene de gonadotrofina promovendo assim um
pobre crescimento da gbnada fetal. Mossa et al. (2009) também
encontraram menores numeros de foliculos ovarianos em novilhas
nascidas de vacas subnutridas. Além disso, a ma nutricdo materna no
primeiro trimestre da gestagéo retarda o desenvolvimento ovariano fetal
em ovelhas (BORWICK et al.,, 1997), jA que este periodo é o que
compreende o pico no numero de foliculos ovarianos fetais (IRELAND et

al., 1966).

Uma grande variedade de dietas tem mostrado afetar nao
somente o crescimento folicular, mas também a qualidade do odcito
(ARMSTRONG et al.,, 2001; BOLAND et al., 2001). Mudangcas na
ingestdo de energia sdo capazes de influenciar negativamente a
morfologia e a competéncia de odcitos.

As concentragbes plasmaticas de insulina foram positivamente
correlacionadas com a energia da dieta e foi proposto que este hormonio
€ um fator chave que modula os efeitos da nutricdo sobre a funcéo
ovariana. Estes efeitos sdo explicados pelas observacdes que as células
da granulosa do foliculo bovino sdo dependentes de concentracdes
fisioldgicas de insulina (GLISTER et al., 2001; GUTIERREZ et al., 1997)
e que a infusdo de insulina em novilhas de corte aumenta o diametro de
foliculos dominantes (SIMPSON et al., 1994).

A ingestdo de nutrientes age em varios niveis do eixo

hipotalamico-hipofisario-gonadal afetando fatores de crescimento de
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origem sistémica ou local que controlam direta ou indiretamente a funcéo
ovariana materna e a producdo embrionaria (Da SILVA et al., 2002).
Recentes evidéncias mostraram plausivel a existéncia do efeito da
nutricdo sobre o desenvolvimento fetal do ovario (ALMEIDA et al., 2007).

No caso dos touros, a avaliagdo reprodutiva € comumente
estimada pela avaliagdo morfométrica das gébnadas que, segundo Martin
et al. (1994), podem variar em funcdo do manejo nutricional. Restle et al.
(1999) relatam que os 6rgdos genitais tém prioridade na utilizacdo dos
nutrientes nas fases de desenvolvimento sexual. S&o necesséarias mais
informagdes detalhadas sobre a influéncia do aporte nutricional na fase

de desenvolvimento sexual fetal do animal.

OBJETIVOS
Geral

Avaliar a influéncia materna nas caracteristicas morfologicas

testiculares e ovarianas em fetos bovinos da raga Nelore.
Especificos

o Caracterizar o desenvolvimento pré-natal da gbénada fetal
(feminina e masculina) de acordo com o més de gestagao dos
bovinos da raca Nelore;

» Correlacionar o peso de carcacga, 0 revestimento de gordura na
carcaca, a idade e a populacao folicular ovariana das vacas com
a populacéo folicular ou de células germinativas, de Sertoli e de
Leydig dos respectivos fetos;
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Correlacionar a concentracdo plasmatica de insulina,
progesterona e leptina das vacas com a populacéo folicular ou de
células germinativas, de Sertoli e de Leydig dos respectivos fetos;

HIPOTESES

Vacas com maior concentragdo plasmatica de insulina, leptina e
progesterona apresentam fetos com maior nimero de foliculos
ovarianos (fémeas) ou células germinativas, células de Sertoli e
de Leydig (machos) durante a gestacao;

Vacas com menor peso de carcaga, escore revestimento de
gordura na carcaca, idade e populagdo folicular ovariana
apresentam fetos com menor numero de foliculos ovarianos
(fémeas) ou células germinativas, células de Sertoli e de Leydig
(machos) durante a gestacéo;

Fetos machos com alta populacdo de células germinativas,
células de Sertoli e de Leydig apresentam maior concentracao
sérica de testosterona.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados materiais colhidos de 378 vacas da raca Nelore
prenhes, abatidas no frigorifico na regido de Aracatuba-SP (20° 53’ 45”
sul e 51° 22’ 44" oeste). Foram obtidos 210 fetos fémeas e 168 fetos
machos (o sexo foi determinado por observacdo macroscopica da
genitalia externa dos fetos). O peso da carcaca quente (PC), escore de
revestimento de gordura na carcaga (RGC) e idade das vacas foram
determinados e informados pelo frigorifico. O RGC foi mensurado de
acordo com a escala utilizada pelo frigorifico, classificada de 1 — 5,
sendo escore 1: 0 mm de gordura, escore 2: 1 a 2mm, escore 3: 3 a

6mm, escore 4: 7 a 10mm e escore 5: > 10mm.

De acordo com o peso da carcaca (PC), as vacas foram
classificadas em trés grupos: Leve (<153+40kg), Intermediario (entre

205+30kg) e Pesado (2266+16kg).

3.2 Coleta das amostras

Foram coletados 210 fetos fémeas e 168 machos, provenientes
de vacas com caracteristicas raciais da raca Nelore (ACBN, 2013). O
comprimento dos fetos foi mensurado com uma fita métrica (graduada
em mm) no momento da retirada dos animais do utero. Foi medido o
comprimento entre a linha sagital externa do osso frontal e a primeira

vértebra coccigea (medida crown rump) em centimetros. Este valor foi
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inserido na formula para estimar idade fetal (REXROAD et al., 1974),
DG= 8,4+0,087C+5,46VC, onde DG= dias de gestacdo e C=

comprimento do feto.

Os fetos foram agrupados de acordo com o més da gestacéo. A
guantidade de fetos fémeas obtida por més foi de: 24 no 3° més, 46 no
4° més, 24 no 5° més, 51 no 6° més, 45 no 7° més e 19 no 8° més, e de
fetos machos foi de: 16 no 3° més, 22 no 4° més, 33 no 5° més, 39 no 6°

més, 32 no 7° més e 20 no 8° més.

3.3 Coleta e processamento de gbnadas fetais e ovarios maternos

Os ovarios das vacas e gbnadas dos fetos foram colhidos e
armazenados em recipientes de 100mL com tampa e o volume foi
completado com paraformaldeido a 4% para preservacdo do tecido e
fixacdo para andlise histologica. Os pesos dos ovarios fetais e maternos
foram determinados em balanca Mettler Toledo (AG285) posterior ao
processo de fixacdo As gonadas foram medidas em altura (a), largura (1)
e espessura (e) em milimetros, com a utilizacdo de paquimetro de aco
(Brasfort) 160mm/6”, com precisdo de 0,02mm/0,001”. Os respectivos
volumes foram estimados utilizando a formula do elipsoide, por ser a
estrutura geométrica que mais se assemelha com a forma dos ovarios e
testiculos, sendo V = 4/3mabc onde a=comprimento/2, b= largura/2 e c=

altura/2.
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3.4 Quantificacao folicular materna

A quantificacdo da populagdo folicular ovariana materna foi
determinada pela contagem em Lupa Citoval 2 (aumento 0,63 — 6,3X,
lente Carl Zeiss JEMA) de todos os foliculos antrais contados na
superficie ovariana. Foram utilizados 10 pares de ovarios para confirmar
gue a quantificacdo dos foliculos antrais observados na superficie
ovariana correspondia com o numero dos foliculos observados na
cortical do ovéario, com o aparelho de ultrassom GE Logic o 100
equipado com transdutor de 5 MHz. O diametro dos foliculos foi
mensurado com a utilizacdo do paquimetro (Brasfort) 160mm/6”, com
precisdo de 0,02mm/0,001”. De acordo com a PFOA (contagem de
foliculos antrais), as maes foram classificadas nos grupos Alta contagem
(=31 foliculos antrais), Intermediaria (16 a 30 foliculos) e Baixa (<15
foliculos), considerando apenas os foliculos de diametro maior ou igual a

2 mm. A classificacdo adotada foi adaptada de Seneda et al. (2010).

3.5 Processamento histoldégico dos ovarios e testiculos fetais

Os ovérios e testiculos fetais foram fixados em solugcdo de
paraformaldeido 4% desde o momento em que foram coletados.
Passaram pelo processo de desidratacdo, em concentracdes
crescentes de alcool e em seguida pela diafanizagdo em xilol. Por fim,

foram embebidos em Paraplast® Plus (Sigma-Aldrich P3683). Apds a
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incluséo, foram realizados cortes seriados de 3um de espessura com a
utilizagdo do micrétomo rotativo Leica (modelo RM1255). As laminas
histologicas foram montadas com intervalo médio de 210um entre os
cortes e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), metodologia adaptada
de Ireland et al. (2008) e Jacomini et al. (2007). Apds estes
procedimentos, foi realizada a contagem dos foliculos ovarianos nos
ovarios fetais e das células germinativas, de Sertoli e de Leydig nos
testiculos. Todas as etapas e metodologias foram realizadas pelo

mesmo operador.

3.6 Classificagao folicular

Os foliculos foram classificados de acordo caracteristicas

previamente descrita por Hafez (2004) e Slader (2010) (Figura 1).
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20"um

Fonte: Arquivo pessoal (Souza, J.S, 2014)

FIGURA 1- A: Foliculos primordiais com apenas uma camada de células da
granulosa de formato plano ou achatado circundando o oécito. B: Foliculos
primarios com uma camada de células da granulosa em formato cubdide
envolvendo o odcito. C: Foliculo secundario com duas ou mais camadas de
células da granulosa em formato cubodide circundando o oécito. D: Foliculo
terciario ou antral com a presenca de um antro, cavidade repleta de fluido
folicular, além da presenca de uma massa de células denominada de cumulus
oophorus ou corona radiata que circundam o odécito (40X).

3.7 Quantificacao da populacéao folicular ovariana fetal

A morfometria dos foliculos ovarianos foi analisada através dos

cortes histolégicos dos ovérios, por microscépio de luz Olympus com
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lente micromal PW10 (Jap&o) com objetiva de 40x, no qual também foi
mensurado o didametro do oécito e do ndcleo do mesmo em cada tipo

folicular por més de gestacgéo (Tabela 1).

Nos ovarios que ndo apresentaram foliculos antrais nos cortes
histol6gicos avaliados, a contagem folicular foi realizada por campos em
cada lamina histolégica. Foi estipulada a contagem em seis campos do
corte de maior didmetro, representativo da maior area do ovario,
preocupando-se em obter dois campos de cada zona do ovario
(medular, cortical e intermediaria) no sentido longitudinal no seu maior
diametro. A média do numero de cada tipo de foliculo foi multiplicado
pela espessura do corte (3um) para se obter o nimero de foliculos por
pm?3, que foram transformados em mm?, e posteriormente multiplicados
pelo volume do ovério. Para evitar duplicidade na contagem do mesmo
foliculo em mais de uma secdo e para corrigir 0 numero de cortes em
gue uma estrutura pode ser incluida, o didametro dos foliculos foi dividido
pela espessura do corte e esse valor foi utilizado como divisor do
namero total do tipo de foliculo contado. Como resultado, obteve-se o
namero total das estruturas do ovario fetal, metodologia foi adaptada de
Tanaka et al. (2001) e Diniz et al. (2005), o didmetro do odcito foi

utilizado como referéncia para determinagéo da quantidade folicular.

Nos ovarios fetais que apresentaram foliculos antrais, foi
adaptada a metodologia descrita anteriormente por Silva (2009). Nesses
ovarios quatro cortes histoldégicos de cada ovario foram examinados na

totalidade, em microscopio de luz Olympus (Japao) com objetiva 40x e
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cada tipo de foliculo ovariano foi contado. A estimativa da populacéo

folicular ovariana total foi calculada através da férmula

Nt = (Nox Stxts) / (Soxdo)

Onde,

Nt = namero total calculado de um tipo de foliculo
No= numero total de foliculos observados no ovario
St= namero total de cortes feitos no ovario

ts= espessura do corte

So= numero total de cortes observados

do= diametro médio do nucleo de cada tipo de foliculo.

O diametro do nacleo do odcito foi utilizado como referéncia para

determinacao da quantidade folicular.

Para avaliar possiveis divergéncias entre as metodologias de
contagem de populacgéo folicular, as duas foram realizadas no ovério de
trés fetos, com idades gestacionais de 4, 5 e 6 meses, e 0s resultados
comparados com o teste t pareado (P=0,06) e n&o foi encontrada
diferenga entre os métodos, a variacdo observada entre as técnicas foi

de 10% (Figura 2).
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FIGURA 2- Comparacéo entre as metodologias de Diniz et al., (2005) e Tanaka
et al., (2001) com a de Silva, (2009) para estimativa da populacédo folicular
ovariana fetal com média e desvio padrdo da quantidade folicular no quarto,
quinto e sexto més de gestacao.

Tabela 1- Média e desvio padrdo do diametro do odcito e do nicleo de cada
tipo folicular nos diferentes meses de gestacéo
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3.8 Classificacéo das células germinativas, de Sertoli e de Leydig.

As células de Sertoli, de Leydig e germinativas foram classificadas
de acordo com caracteristicas previamente descritas por Junqueira e

Cardoso (2004) e Jacomini (2007) (Figura 3).

Fonte: Arquivo pessoal (Souza, J.S, 2014)

FIGURA 3- A- Células de Sertoli (circuladas em preto), piramidais e envolvem
parcialmente as células da linhagem esperatogénica, a base da célula adere a
lamina basal do tabulo seminifero, com limites mal definidos; e as células de
Leydig (circulo vermelho), com forma arredondada ou poligonal, com nucleo
central e citoplasma eosinofilico no tecido intersticial do testiculo (100X). B-
Células germinativas (circuladas em preto) situadas proximas a lamina basal do
epitélio, no interior dos tdbulos seminiferos, s&o células grandes,
arredondadas, de citoplasma amplo e levemente corado (100X).

3.9 Quantificacdo da populacédo de células germinativas, de Sertoli
e de Leydig no testiculo fetal

A morfometria das células germinativas primordiais, de Sertoli e

de Leydig foi analisada através dos cortes histolégicos dos testiculos,
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por microscépio de luz Olympus com lente micromal PW10 (Jap&do) com
objetiva de 100x, no qual foi mensurado o diametro do nucleo das

células avaliadas (Tabela 2).

A contagem das células foi realizada por campos em cada lamina
histologica. Foi estipulada a contagem em seis campos do corte de
maior didmetro, representativo da maior area do testiculo no sentido
longitudinal. A média do niumero de cada tipo de célula analisado foi
multiplicado pela espessura do corte (3um) para se obter o numero de
células por um3, que foram transformados em mm?® e posteriormente
multiplicados pelo volume do testiculo. Para evitar duplicidade na
contagem do mesmo tipo celular em mais de uma sec¢éao e para corrigir o
namero de cortes em que uma estrutura pode ser incluida, o didametro
das células foi dividido pela espessura do corte e esse valor foi utilizado
como divisor do numero total do tipo de célula contada. Como resultado,
obteve-se o0 numero total das estruturas do testiculo fetal, metodologia
foi adaptada de Jacomini et al. (2007), o diametro do ndcleo de cada tipo
celular foi utilizado como referéncia para determinacéo da quantidade de

células testiculares.

Tabela 2- Media e desvio padrdao do diametro do nucleo das células de Sertoli,
Leydig e germinativas de acordo com o més de gestacao
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3.10 Coleta de sangue

Amostras de sangue da jugular das maes foram colhidas no
momento da sangria, enquanto que as amostras dos fetos, foram
colhidas do corddo umbilical durante a separacdo do feto com o Utero
materno, em tubos de ensaio (10 mL) com 200ul de EDTA (Vacutainer®)
para as amostras maternas e com 50ul de EDTA (Vacutainer®) para as
fetais. Foram mantidas refrigeradas até a separacdo do plasma por
centrifugacdo a 2665 x g por 10 minutos a 4°C em centrifuga (Cientec
Modelo CT-5000R). As fracdes plasméticas foram aliquotadas em
duplicata em tubos de 2ml (Axigen Scientific MCT-200B) e armazenadas

em freezer a -20°C.

Foram realizadas as quantificacdes hormonais de progesterona,
leptina e insulina nas amostras sanguineas das vacas e de testosterona

nas amostras dos fetos machos, através de radioimunoensaio.

3.11 Quantificagdo Hormonal

Os ensaios para quantificacdo da progesterona (P4) foram
realizados utilizando kit de radioimunoensaio (RIA) Immunotech RIA
Progesterone (IM1188), o coeficiente de variagédo (CV) inter-ensaio foi de
14,06% para o controle alto e 16,40% para o controle baixo, o CV intra-
ensaio foi de 7,18% para o controle alto (5,87 ng/mL) e 1,66% para o
controle baixo (1,63 ng/mL) e a sensibilidade do ensaio foi de 0,0052

ng/mL.
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Os ensaios para quantificagdo da leptina bovina foram
realizados utilizando o kit de RIA Multi-species (Millipore, Cat. # XL-85K)
e o CV intra-ensaio foi de 12,55% para o controle alto (14,44 ng/mL) e
4,17% controle baixo (2,75 ng/mL), o CV inter-ensaio foi de 19,42% para
o controle alto e 2,49% para o controle baixo e a sensibilidade dos
ensaios foi de 0,079 ng/mL.

Os ensaios para quantificagdo da insulina bovina foram
realizados utilizando o kit de radioimunoensaio Multi-species (Millipore,
Cat. # XL-85K) e o CV intra-ensaio foi de 7,15% para o controle alto
(49,06 ng/mL) e 0,00% controle baixo (12,67 ng/mL), o CV inter-ensaio
foi de 8,86% para o controle alto e 2,85% para o controle baixo e a
sensibilidade dos ensaios foi de 1,38 ng/mL.

Os ensaios para quantificagdo da testosterona bovina foram
realizados utilizando o kit de RIA Immunotech (IM 1119) e o CV intra-
ensaio foi de 2,25% para o controle alto (4,6 ng/mL) e 0,69% controle
baixo (0,76 ng/mL), o CV inter-ensaio foi de 3,12% para o controle alto e
8,12% para o controle baixo e a sensibilidade dos ensaios foi de 0,032

ng/mL.

3.12 Anélise estatistica

Para investigar a existéncia de correlacdo entre a populagéo
folicular materna, idade, RGC, peso da carcaga, concentracfes de
progesterona, insulina e leptina das maes com o peso e volume total dos

ovarios e testiculos fetais, assim como com a populagdo folicular
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ovariana total dos fetos fémeas e a populacdo de células germinativas,
de Sertoli e de Leydig dos testiculos dos machos, durante a gestacéao, foi
considerado o valor de p<0,05 e foi utilizada a correlagédo de Spearman,
uma vez que as variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal.

Para a correlagdo das variaveis maternas e a quantidade de
células e foliculos fetais dentro dos diferentes grupos de idade
gestacional (3 a 8 meses), foi utilizada a correlacao linear de Pearson, ja
gue dentro dos diferentes grupos de idade fetal houve distribuicdo
normal dos dados.

Para a comparacdo da variancia entre as médias dentro e entre
cada grupo de idade gestacional, foi utilizado o teste One-way ANOVA.
Todos os procedimentos estatisticos foram realizados pelo programa
SAS 6.3 (SAS, 2013, Institute, Cary, NC, USA). Os graficos e andlises
de regressdo foram realizados pelo programa estatistico GraphPad

Prism 6.0.

4 RESULTADOS

4.1 Varidveis maternas

Foi observada correlacdo positiva entre a idade da vaca com o
peso da carcaca (PC) (r=0,33 e p<0,0001) (Figura 4), e com 0 escore de
revestimento de gordura na carcaca (RGC) (r=0,30 e p<0,0001) (Figura
5). As vacas com idade de oito anos possuiram maior PC e RGC que as
vacas de dois e quatro anos (p<0,0001 e p<0,0001 respectivamente)

(Figura 6 e 7). Foi observada correlagdo positiva entre 0o peso de
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carcaca e o revestimento de gordura na carcaga das vacas (r=0,37 e
p<0,0001) (Figura 8), os animais com RGC 4 possuiam maior peso na
carcaca (p<0,0001) (Figura 9). Houve correlagcdo positiva entre a
guantidade de foliculos ovarianos totais (antrais e pre-antrais) e o
namero de foliculos antrais no ovario das vacas (r=0,75 e p<0,0001)
(Figura 10). N&ao foram observadas correlacdes entre o PC, RGC, idade
com a PFOT e a PFOA das vacas, os valores de p para cada correlagcéo
estao apresentados na Tabela 3.

A idade entre as vacas prenhes de fetos fémeas e machos néo
diferiu (p=0,13), porém a média da idade das vacas foi maior no sétimo
més de gestacdo (p=0,01) (Figura 11). Porém houve correlacdo entre a
idade e a concentracdo plasmatica de insulina das vacas prenhes de
fetos fémeas (r=0,18; p=0,02) (Figura 12), mas nao foi observada esta
correlacdo em vacas prenhes de fetos machos (p=0,76).

Foi encontrada correlagdo positiva entre a concentragcéo
plasmatica de insulina das vacas prenhes de fetos machos e o escore de
revestimento de gordura destes animais (r=0,23 e p=0,006) (Figura 13),
porém néo foi observada esta correlagdo com as vacas prenhes de fetos
fémeas (p=0,15). A média da concentracdo plasmética de insulina das
vacas prenhes de fetos fémeas e de fetos machos néao variou entre os
meses de gestacao (p=0,59) (Figura 14). A Figura 15 representa a
média da concentracdo de insulina nos diferentes meses gestacionais
(p=0,20). Foi observada correlagéo positiva entre o peso de carcaga e a

concentragdo plasmatica de insulina (r=0,11 e p=0,04) (Figura 16)
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Foi observada correlacdo entre a concentracdo plasmatica de

progesterona e a idade das vacas (r=0,12 e p=0,03) (Figura 17) e nao foi

encontrada diferenca na média da concentragdo de progesterona

(p=0,80) nos diferentes meses de gestacao (Figura 18). A concentracao

de leptina materna nao diferiu entre os meses gestacionais (p=0,61)

(Figura 19). Todas as correlacdes (valores de r e p) entre as variaveis

maternas estao apresentadas na tabela 3.

r=0,1262
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FIGURA 4- Correlacado entre a idade
materna e o peso de carcaca de 372
vacas da raca Nelore (2 anos, n=54; 4
anos, n=169; 6 anos=28; 8 anos,
n=119) com curva polinomial de
terceira ordem (r=0,33; p<0,0001).
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FIGURA 6- Média e desvio padrdo do
peso da carcaca de 372 vacas Nelore
prenhes, abatidas com diferentes
idades (anos) (2 anos, n=54; 4 anos,
n=169; 6 anos=28; 8 anos, n=119)
(p<0,0001).
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FIGURA 5- Correlacdo entre a idade
materna e o escore de revestimento de
gordura na carcaca de 372 vacas da
raca Nelore (2 anos, n=54; 4 anos,
n=169; 6 anos=28; 8 anos, n=119)
com curva polinomial de terceira
ordem (r=0,30; p<0,0001). Os pontos
do grafico estdo sobrepostos, porque
os valores de RGC sao (2, 3 e 4).
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FIGURA 7- Média e desvio padrdo do
escore de revestimento de gordura na
carcaca de 372 vacas Nelore prenhes,
abatidas com diferentes idades (anos)
(2 anos, n=54; 4 anos, n=169; 6
anos=28; 8 anos, n=119) (p<0,0001).
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FIGURA 8- Correlacdo entre o peso de
carcaca e 0 escore de revestimento de
gordura na carcaca de 372 vacas
prenhes da raca Nelore, com curva
polinomial de terceira ordem (r=0,37;
p<0,0001).
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FIGURA 10- Correlagédo  entre
quantidade de foliculos ovarianos totais
e a quantidade de foliculos ovarianos
antrais de 372 vacas da raga Nelore
prenhes com curva polinomial de
segunda ordem (r=0,75; p<0,0001).
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FIGURA 9- Média e desvio padréo do
peso de carcaca (kg) de 372 vacas
Nelore prenhes abatidas de acordo
com o revestimento de gordura na
carcaca (leve, n=39; 3, n=306; 4,
n=26),(p<0,0001).
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FIGURA 11- Média e desvio padréo da
idade materna de 372 vacas prenhes
da raca Nelore durante os diferentes
meses de gestacdo (3 meses, n=40; 4
meses, N=68; 5 meses, n=57; 6 meses,
n=90; 7 meses, n=77; 8 meses, n=39)
(p=0,01).
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FIGURA 12- Correlacdo entre a idade
das vacas e a concentracao plasmatica
de insulina de 372 vacas da raca
Nelore prenhes (2 anos, n=54; 4 anos,
n=169; 6 anos=28; 8 anos, n=119) com
curva polinomial de segunda ordem
(r=0,18; p=0,02).
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FIGURA 14- Média e desvio padréo da
concentracdo plasmatica de insulina
materna de 209 vacas prenhes de
fetos fémeas e 162 vacas prenhes de
fetos machos (p=0,59).
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FIGURA 13- Correlagdo entre o escore
de revestimento de gordura na carcaga
e a concentracdo plasmética de
insulina de 162 vacas da raca Nelore
prenhes de fetos machos (2, n=178; 3,
n=167; 4, n=29) com curva polinomial
de segunda ordem (r=0,23; p=0,006).
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FIGURA 15- Média e desvio padréo da
concentragdo plasmatica de insulina
materna de 372 vacas prenhes da
raca Nelore, durante os diferentes
meses de gestagdo (3 meses, n=40; 4
meses, n=68; 5 meses, n=57; 6
meses, n=90; 7 meses, n=77; 8
meses, n=39) (p=0,20).



FIGURA 16- Correlacdo entre o peso
de carcaca e a concentragdo
plasmética de insulina de 372 vacas
da raca Nelore prenhes com curva
polinomial de terceira ordem (r=0,11;
p=0,04).
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FIGURA 18- Média e desvio padréo da
concentracao plasmética de
progesterona materna de 372 vacas
prenhes da raca Nelore durante os
diferentes meses de gestacdo (3
meses, n=40; 4 meses, N=68; 5 meses,
n=57; 6 meses, n=90; 7 meses, n=77; 8
meses, n=39) (p=0,80).
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FIGURA 17- Correlacdo entre a idade
materna e a concentracao plasmética
de progesterona de 372 vacas da raca
Nelore prenhes (2 anos, n=54; 4 anos,
n=169; 6 anos=28; 8 anos, n=119)
com curva polinomial de segunda
ordem (r=0,12; p=0,03).
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FIGURA 19- Média e desvio padrdo da
concentragdo plasmaética de leptina
materna de 372 vacas prenhes da raga
Nelore durante os diferentes meses de
gestacdo (3 meses, n=40; 4 meses,
n=68; 5 meses, n=57; 6 meses, n=90; 7
meses, n=77; 8 meses, n=39),
(p=0,61).
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Tabela 3- Correlacdo entre as diferentes variaveis maternas, de 368 vacas prenhes
(210 de fetos fémeas e 168 de fetos machos), com periodo gestacional entre trés e
oito meses
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4.2Durante toda a gestacao

4.2.1 Fémeas

O peso e o volume total dos ovérios fetais foram correlacionados
positivamente com a quantidade de foliculos no ovario do feto (r=0,78;
p<0,0001 e r=0,80; p<0,0001 respectivamente) durante toda a gestacgao (Figura

20).

A quantidade de foliculos totais, primordiais, em crescimento e terciarios
por més de gestacdo esta apresentado na Figura 21. A partir do sexto més
gestacional foi observada a presenca de foliculos terciarios, e quando
consideramos 0s animais com seis, sete e oito meses de gestacdo sem
foliculos terciarios, o numero de foliculos ovarianos totais foi correlacionado
positivamente com o peso e volume ovariano (r=0,50; p=0,0002 e r=0,60;
p<0,0001 respectivamente), porém quando analisamos 0s animais com 0s
foliculos antrais a correlacdo € menor (r=0,32; p=0,01 e r=0,36; p=0,0035
respectivamente). Por outro lado, a quantidade de foliculos terciarios foi
correlacionada positivamente com peso e volume ovariano fetal (r=0,75,

p<0,0001 e r=0,82 e p<0,0001) (Figura 22) destes animais.

A quantidade folicular ovariana total das vacas e a concentragao
plasmatica de insulina materna foram correlacionadas negativamente com o
namero de foliculos ovarianos fetal (r=-0,31; p<0,0001 e r=-0,18; p=0,01
respectivamente) (Figura 23 e 24). Do mesmo modo, a quantidade de foliculos
primordiais e em crescimento (primarios e secundarios) também foi

correlacionada negativamente com estas varidveis maternas (Tabela 4).
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Foi observado o aparecimento dos foliculos primordiais aos 77 dias,
primérios aos 88 dias, secundéarios aos 106 dias e antrais aos 160 dias de
gestagdo em fetos fémeas Bos taurus indicus da raga Nelore.

A média da populacdo de foliculos primordiais durante a gestacdo, em
fetos de Bos taurus indicus, foi estimada em 179.787, tendo variado de 165 a
2.071.667 de foliculos, valores préximos ao descrito anteriormente (RUSSE,
1983). A estimativa média do numero de foliculos no ovario dos fetos aos oito

meses de gestacéo foi de 642.029 + 529.903.

Nos fetos fémeas com idade inferior a seis meses de gestacao, estima-
se que a média da populacdo folicular ovariana total seja de 64.437, com
variagdo individual entre 165 e 527.386 foliculos, sendo 45.965 + 54.601
foliculos primordiais, 19.117 + 25.324 foliculos primarios e 1.481 + 1.512
foliculos secundarios. Ja nos fetos com idade gestacional maior ou igual aos
seis meses, jA podem possuir foliculos antrais nos ovarios, com presenca de
todas as camadas celulares. Neste trabalho, foi estimada uma populagéo
folicular ovariana total de 430.695 estruturas foliculares, com variagao
individual entre 19.680 e 2.838.127 de foliculos. Foram encontrados
aproximadamente 281.026 + 347.129 foliculos primordiais, 135.630 + 142.584
foliculos primérios, 15.222 + 22.809 foliculos secundarios e 127 + 226 foliculos

antrais (variacdo individual de 6 a 1.398 foliculos) no sexto més de gestacéo.
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FIGURA 20- Correlagdo entre a quantidade de foliculos totais no ovério fetal e o peso
ovariano (r=0,78; p<0,0001) de 210 fetos bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de trés a oito meses, com curva polinomial de terceira ordem (r2=0,09;
y=0,12+9,5x107"X-2,6x10™"*X>-8,5x102'X?) e correlagéo entre a quantidade de foliculos
totais s no ovario fetal e o volume ovariano fetal (r=0,80; p<0,0001) de 210 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de trés a oito meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r?=0,16; y=72,3+0,0008X-9x10**X2-5,4x10*"X?).
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FIGURA 21- Quantidade de total de foliculos, dos foliculos primordiais, foliculos em
crescimento e foliculos terciarios de acordo com o0 més de gestacdo em 210 fetos

fémeas da raca Nelore.
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FIGURA 22- Correlacdo entre a
guantidade de foliculos antrais no
ovario fetal e o peso ovariano fetal
(r=0,75; p<0,0001) de 112 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de seis a oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r*=0,86;  y=0,33-0,001X+2,1x10°X>-
1,3x10%x% e correlacdo entre a
quantidade de foliculos antais no
ovario fetal e o volume ovariano fetal
(r=0,82; p<0,0001) de 112 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de seis a oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r*=0,74; y=190+2,2X+0,009X?-6,4x10
ex3).
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FIGURA 23- Correlacdo entre a
guantidade de foliculos ovarianos
totais materna e a quantidade de
foliculos no ovério de 210 fetos
bovinos da raga Nelore, com idade
gestacional de trés a oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem (r=-
0,31; p<0,0001).
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FIGURA 24- Correlagcdo entre a concentracdo plasmatica de insulina materna e a
populagdo folicular ovariana fetal de 210 fetos bovinos da ragca Nelore, com idade
gestacional de trés a oito meses, com curva polinomial de terceira ordem (r=-0,18;
p=0,01).
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Tabela 4- Correlagbes entre os diferentes tipos de foliculos presentes nos ovarios
fetais com as diferentes variaveis maternas, com o peso e volume fetal, de 210 fetos
bovinos, com idade gestacional de trés a oito meses
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4.2.2 Machos

Foi observada correlagédo positiva entre o peso e volume dos testiculos
fetais com a quantidade de células de Sertoli (r=0,84; p<0,0001 e r=0,92;
p<0,0001) (Figura 25), com o namero das células de Leydig (r=0,80; p<0,0001
e r=0,90; p<0,0001) (Figura 26) e com a quantidade de células germinativas

(r=0,84; p<0,0001 e r=0,93; p<0,0001) (Figura 27).

A concentracdo plasmatica de testosterona foi correlacionada
negativamente com o peso e volume testicular (r=-0,31; p=0,0001 e r=-0,22;
p=0,006) (Figura 28) e com o numero de células de Sertoli (r=-0,23 e p=0,005)
(Figura 29), de Leydig (r=-0,19 e p=0,02) (Figura 30) e germinativas (r=-0,25 e
p=0,005) (Figura 31). No quinto més gestacional a média da concentragdo
plasmatica de testosterona dos fetos foi a maior (0,67+0,3 ng/mL) (p=0,007)
que no sétimo e oitavo més (0,45+0,16 ng/mL e 0,44+0,15 ng/mL

respectivamente) (Figura 32).

Foi observada correlagao positiva entre a idade materna e a quantidade
de células germinativas nos testiculos fetais (r=0,11 e p=0,04) (Figura 33). A
guantidade de foliculos ovarianos totais maternos apresentou correlagdo

negativa com a quantidade de células de Sertoli (r=-0,18 e p=0,03) (Figura 34).

Houve correlagdo negativa entre a concentracao plasmética de insulina
materna e a quantidade de células de Sertoli (r=-0,24 e p=0,005) (Figura 35),
de Leydig (r=-0,25 e p=0,004) (Figura 36) e germinativas (r=-0,25 e p=0,005)

(Figura 37). As correlacdes entre 0 peso e 0 revestimento de gordura na
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carcaca das vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios
maternos, além das concentracdes plasmaticas de leptina e progesterona
materna com a quantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos

testiculos fetais estdo apresentadas na Tabela 5.

A média da quantidade de células de Sertoli ndo diferiu entre o terceiro e
guarto més gestacional, sendo a estimativa populacional de 2.575.149 células.
A partir do quinto més foi observado aumento entre os meses (p<0,0001), de
13.649.199 no quinto passou para 33.118.196 no sexto, 58.924.506 no sétimo

e 168.773.440 no oitavo més de gestagao.

A média da quantidade de células de Leydig variou a partir do o sexto
més de gestacao (p<0,0001). A estimativa do nimero de células de Leydig foi
de 71.600.147 até o quinto més, 246.902.775 no sexto, 364.517.929 no sétimo
e 776.550.366 no oitavo.

Desde o terceiro més gestacional foi observada a presenca de pequena
guantidade de células germinativas, visualizadas no interior dos tubulos
seminiferos, como células grandes, com nucleo arredondado, e levemente
corado, como descrito anteriormente por Jacomini et al. (2007). A estimativa da
guantidade de células germinativas primordiais nos testiculos fetais de bovinos
até 5 meses de gestacao foi de 7.362, aos seis meses 27.096, aos sete meses
32.693 e ao oitavo més 63.550 gestacional. Até o quarto més nao foi
observada variagdo na quantidade de células entre os meses, porém a partir do

quinto més, o numero de células aumentou por més (p<0,0001).

Neste trabalho a maior concentracdo plasméatica de testosterona dos

fetos machos foi observada no quinto més de gestacdo seguida por um
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decréscimo no sétimo e oitavo més. A concentragdo plasmatica de testosterona

foi correlacionada positivamente com a quantidade de células germinativas

encontrada nos tubulos seminiferos dos testiculos fetais no quinto e sexto més

gestacional e negativamente com o numero de células de Sertoli e Leydig nos

testiculos quando analisado todo o periodo da gestacéo.
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FIGURA 25- Correlagdo entre a
guantidade de células de Sertoli nos
testiculos fetais e o peso testicular fetal
(r=0,84; p<0,0001) de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de 3 a 8 meses, com curva
polinomial de terceira ordem
(r’=0,7381; y=0,06+1,4x10"°X+1,7x10
17%2+5,8x10%°X%) e correlagdo entre a
quantidade de células de Sertoli nos
testiculos fetais e o volume testicular
fetal (r=0,92; p<0,0001) de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de 3 a 8 meses, com curva
polinomial de terceira ordem
(r’=0,8888; y=30,38+7,5x108X+9x10"
15%2+3x10%X3).
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FIGURA 26- Correlagdo entre a
guantidade de células de Leydig nos
testiculos fetais e o peso testicular fetal
(r=0,89; p<0,0001) de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de 3 a 8 meses, com curva
polinomial de terceira ordem
(r’=0,6415;  y=0,3+3,9x10°X+1,3x10"
18%2.1,07x10%'X3) e correlagéo entre a
guantidade de células de Leydig nos
testiculos fetais e o volume testicular
fetal (r=0,90; p<0,0001) de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de 3 a 8 meses, com curva
polinomial de terceira ordem
(r’=0,8404; y=99,4+1,6x10°X+3,8x10"
15%2.1,9x10°4%3).
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FIGURA 27- Correlagdo entre a
qguantidade de células de germinativas
nos testiculos fetais e 0 peso testicular
fetal (r=0,84; p<0,0001) de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de 3 a 8 meses, com curva
polinomial de terceira ordem
(r’=0,5814; y=0,18+5,7x10°X-1,9x10"
19%2+3,3x10"°X% e correlagdo entre a
quantidade de células germinativas nos
testiculos fetais e o volume testicular
fetal (r=0,93; p<0,0001) de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de 3 a 8 meses, com curva
polinomial de terceira ordem
(r’=0,7192; y=16+0,03x10"X+1,3x10"
"X2-7,9x103X3).
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FIGURA 28- Correlagdo entre a
concentragao plasmatica de
testosterona fetal e o peso testicular de
162 fetos (r=-31; p=0,0001) bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
3 a 8 meses, com curva polinomial de
terceira ordem  (r’=0,11; y=3,4-
5,6X+3,6X?-0,76X°) e a concentragdo
plasmética d testosterona fetal e o
volume testicular de 162 fetos (r=-0,22;
p=0,0006) bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de 3 a 8 meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r*=0,07; y=2304-4092X+2950X*-
681X3).
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FIGURA 29- Correlagdo entre a
concentracao plasmética de

testosterona fetal e a quantidade de
células de Sertoli, de 162 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional
de trés a oito meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r=-0,23 e
p=0,005).
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FIGURA 31- Correlagdo entre a
concentracao plasmética de

testosterona fetal e a quantidade de
células germinativas, de 162 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de trés a oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem (r=-
0,25 e p=0,005).
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FIGURA 30- Correlacdo entre a
concentracao plasmética de

testosterona fetal e a quantidade de
células de Leydig, de 162 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional
de trés a oito meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r=-0,19 e
p=0,02).

1.5+
£
> ab a
S 1.04 ab ab
[
c
o T b b
Q
® 0.5+
: T
%]
[}
'_
0.0+ T T T
3 4 5 6 7 8

Meses de gestacdo

FIGURA 32- Média da concentragcdo
plasmética de testosterona de 162
fetos machos de acordo com o més de
gestacdo (3 meses, n=16; 4 meses,
n=22; 5 meses, n=33; 6 meses, n=39; 7
meses, n=32; 8 meses, n=20)
(p=0,007).
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FIGURA 33- Correlacao entre a idade
materna e a quantidade de células
germinativas de 162 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
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FIGURA  35- Correlacdo  entre

concentragdo plasmatica de insulina
materna e a quantidade de células de
Sertoli de 162 fetos bovinos da raga
Nelore, com idade gestacional de trés a
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=-0,24; p=0,005).
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FIGURA 34- Correlagdo entre a
guantidade de foliculos ovarianos totais
materna e a quantidade de células de
Sertoli de 162 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de trés a
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=-0,18 e p=0,03).
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FIGURA  36- Correlacdo  entre
concentracdo plasmatica de insulina
materna e a quantidade de células de
Leydig de 162 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de trés a
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=-0,25 e p=0,004).
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FIGURA 37- Correlagdo entre concentracdo plasmatica de insulina materna e a
quantidade de células germinativas de 162 fetos bovinos da ragca Nelore, com idade
gestacional de trés a oito meses, com curva polinomial de terceira ordem (r=-0,25 e
p=0,005).
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Tabela 5- Correlagbes entre os diferentes tipos de células dos testiculos fetais com as
varidveis maternas, além da concentracdo plasmatica de testosterona, peso e volume
testicular fetal de 168 fetos bovinos da raca Nelore, entre trés e oito meses de
gestagao



83

4.3 Terceiro més gestacional

4.3.1 Fémeas

Foram encontradas correlacdes entre o peso e volume ovarianos fetais
com o numero de foliculos presentes nos ovarios (r=0,74; p=0,0004 e r=0,75;
p=0,0003 respectivamente) (Figura 38). A concentracéo plasmatica de leptina e
insulina materna foi correlacionada positivamente com a quantidade de
foliculos totais fetal (r=0,65; p=0,005 e r=0,61; p=0,01 respetivamente) (Figura
39 e 40). A correlacdo entre os diferentes tipos foliculares e as variaveis
maternas estdo representadas na tabela 6. A média da quantidade dos
foliculos ovarianos dos fetos de acordo com a PFOA, PC, RGC (Tabela 7) e
idade maternos esta apresentada na Tabela 8, porém foi observada uma
possivel influéncia da populagéo de células germinativas de acordo com 0 RGC

materno (p=0,06).
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FIGURA 38- Correlagdo entre a
populagdo de foliculos totais no ovéario
fetal e 0o peso ovariano fetal (r=0,74 e
p=0,0004) de 24 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de trés
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,728;
y=0,03+2,6x10°X-7,5x10™X?+6,5x10°
8x3) e correlacdo entre a de foliculos
totais no ovario fetal e o volume
ovariano fetal (r=0,75; p=0,0003) de 24
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de trés meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r’=0,8111; y=22+0,003X-8,7x10"
BX2+7,4x1073X3).
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FIGURA 39- Correlagdo entre a
concentracdo de leptina plasmatica
materna e a populagdo folicular
ovariana fetal de 24 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
trés meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=0,65; p=0,005).
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FIGURA 40- Correlagdo entre a concentragdo de insulina plasmatica materna e a
populagdo folicular ovariana fetal de 24 fetos bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de trés meses, com curva polinomial de terceira ordem (r=0,61; p=0,01).
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Tabela 6- Correlagbes entre os diferentes tipos de células dos testiculos fetais com as
varidveis maternas, além do peso e volume testicular fetal de 24 fetos bovinos da raca
Nelore, com trés meses de gestacdo
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Tabela 7- Média e desvio padrdao da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 24 fetos bovinos da raca Nelore de trés meses gestacionais,
de acordo com a quantidade de foliculos antrais, o peso de carcaca e o revestimento
de gordura na carcaga maternos

Tabela 8- Média e desvio padrdao da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 24 fetos bovinos da raga Nelore de trés meses gestacionais
de acordo com a idade materna
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4.3.2 Machos

Foi observada correlagédo positiva entre o peso e volume dos testiculos
fetais com a quantidade de células de Sertoli (r=0,85; p=0,0008 e r=0,93;
p<0,0001) (Figura 41) e com o numero das células de Leydig (r=0,68; p=0,004
e r=0,96; p<0,0001) (Figura 42). O volume total do testiculo foi correlacionado
positivamente com a quantidade de células germinativas (r=0,53; p=0,04 e

r=0,76; p=0,0009) (Figura 43).

As correlacdes entre o peso e o revestimento de gordura na carcaca das
vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios maternos, além
das concentracbes plasmaticas de leptina e progesterona materna com a
guantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos fetais

estao apresentadas na Tabela 9.

A média da quantidade das células de Sertoli, Leydig e germinativas de
acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios das vacas, o peso de
carcaga, o revestimento de gordura na carcaga e a idade materna estdo nas

tabelas 10 e 11.
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FIGURA 41- Correlacdo entre a
quantidade de células de Sertoli e o
peso testicular fetal (r=0,85 e
p=0,0008) de 16 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de trés
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,45; y=0,2-9,6x10"
8X+2,5x10™X?-1,6x1021X3) e
correlagdo entre a quantidade de
células de Sertoli e o volume testicular
fetal (r=0,87; p<0,0001) de 16 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de trés meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r’=0,87;
y=12,22+1,4x10°X+3,1x102X%-2,2x10"
ngS).
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FIGURA 42- Correlacdo entre a
guantidade de células de Leydig e o
peso ovariano fetal (r=0,68 e p=0,004)
de 16 fetos bovinos da raca Nelore,
com idade gestacional de trés meses,
com curva polinomial de terceira ordem
(r’=0,34; y=0,14-7x10°X+3,3x10°X%
2,7x10%*X%) e correlagdio entre a
guantidade de células de Leydig e o
volume testicular fetal (r=0,96;
p<0,0001) de 16 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de trés
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,77; y=15,3+3x10"
X-8,9x10°X?+1,7x10722X3).
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FIGURA 43- Correlacdo entre a quantidade de células de germinativas e o volume
testicular fetal (r=0,39; p=0,0009) de 16 fetos bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de trés meses, com curva polinomial de terceira.
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Tabela 9- Correlagdes entre os diferentes tipos de células dos testiculos fetais com as
varidveis maternas, além do peso e volume testicular fetal de 16 fetos bovinos da raca
Nelore, com trés meses de gestacdo
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Tabela 10- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 16 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
trés meses, de acordo com o peso de carcaca, revestimento de gordura na carcaca e
guantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 11- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 16 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
trés meses, de acordo com a idade materna
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4.4 Quarto més gestacional

4.4.1 Fémeas

O peso e volume ovarianos fetais foram correlacionados com o nimero
de foliculos ovarianos totais (r=0,32; p=0,03 e r=0,51; p=0,0002
respectivamente) (Figura 44). JA a quantidade de células germinativas foi
correlacionada positivamente com o volume do ovario fetal (r=0,71 e p<0,0001)
(Figura 45). A concentracdo de plasmatica progesterona foi correlacionada
positivamente com a quantidade de foliculos primordiais dos fetos (r=0,36;
p=0,03) (Figura 46). Foi observada correlagcdo negativa entre a PFOA materna
e 0 numero de foliculos ovarianos totais fetal (r=-0,39 e p=0,01) (Figura 47) e
com o namero de foliculos primordiais (r=-0,38; p=0,02). O numero de foliculos
primérios apresentou uma tendéncia a ser correlacionado com o PC materno
(r=0,28 e p=0,06).

A correlacdo entre os diferentes tipos foliculares e as variaveis maternas
estdo representadas na Tabela 12. A média da quantidade dos foliculos
ovarianos dos fetos de acordo com a PFOA, PC, RGC e idade maternos estao

apresentadas nas tabelas 13 e 14.
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FIGURA 44- Correlacdo entre a
populagdo de foliculos totais no ovario
fetal e o peso ovariano fetal (r=0,32;
p=0,03) de 46 fetos bovinos da raga
Nelore, com idade gestacional de
qguatro meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,06; y=0,06+8,4x10"
"X-4,5x10"2X?+7,5x108X3) e
correlacdo entre a de foliculos
primordiais no ovario fetal e o volume
ovariano fetal (r=0,51; p=0,0002) de 46
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de quatro meses,
com curva polinomial de terceira ordem
(r’=0,2846;  y=39,8+0,0006X-1,3x10"
°X?+6,04x107°X3).
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FIGURA 45- Correlagcdo entre a
quantidade de células germinativas no
ovario fetal e o volume dos ovérios
fetais de 46 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de
quatro meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=0,71; p<0,0001).
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FIGURA 46- Correlagcdo entre a
concentragao plasmatica de
progesterona materna e a quantidade
de foliculos ovarianos primordiais de 46
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de quatro meses,
com curva polinomial de terceira ordem
(r=0,36; p=0,03).
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FIGURA 47- Correlagdo entre a
guantidade de foliculos ovarianos
antrais materna e a quantidade de
foliculos ovarianos primordiais de 46
fetos bovinos da raga Nelore, com
idade gestacional de quatro meses,
com curva polinomial de terceira ordem
(r=-0,39; p=0,01).



Tabela 12- Correlagdes entre os diferentes tipos de células dos testiculos fetais com
as variaveis maternas, além do peso e volume testicular fetal de 46 fetos bovinos da
ragca Nelore, com quatro meses de gestacao
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Tabela 13- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 46 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
quatro meses, de acordo com o peso de carcaga, revestimento de gordura na carcaca
e quantidade de foliculos antrais maternas
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Tabela 14- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 46 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
guatro meses, de acordo com a idade materna

4.4.2. Machos

O peso e o volume dos testiculos fetais foi correlacionado positivamente
com a quantidade de células de Sertoli (r=0,56; p=0,007 e r=0,91; p<0,0001)
(Figura 48), com o numero das células de Leydig (r=0,55; p=0,009 e r=0,89;
p<0,0001) (Figura 49). Somente o volume fetal foi correlacionado com a

quantidade de células germinativas (r=0,68 e p=0,0004) (Figura 50).

As correlacdes entre o peso e o revestimento de gordura na carcaca das
vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios maternos, além
das concentracbes plasmaticas de leptina e progesterona materna com a
guantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos fetais

estao apresentadas na Tabela 15.

A média da quantidade das células de Sertoli, Leydig e germinativas de
acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios das vacas, o peso de
carcaga, a revestimento de gordura na carcaga e a idade materna estdo nas

Tabelas 16 e 17.
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FIGURA 48- Correlagcdo entre a
guantidade de células de Sertoli e o
peso testicular fetal (r=0,56; p=0,007)
de 22 fetos bovinos da raca Nelore,
com idade gestacional de quatro
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,45; y=0,2-9,6x10"
8X+2,7x10%?-1,6x10%'X3). Correlagéo
entre a quantidade de células de Sertoli
e o volume testicular fetal (r=0,89;
p<0,0001) de 22 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de
guatro meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,87; y=12+1,4x10"
°X+3,1x10%X?%-2,2x109X3).
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FIGURA 49- Correlagcdo entre a
quantidade de células de Leydig e o
peso testicular fetal (r=0,55; p=0,009)
de 22 fetos bovinos da raca Nelore,
com idade gestacional de quatro
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,34; y=0,15-7,2x10°
9X+3,3x10°X?-2,7x10%*X3). Correlagéo
entre a quantidade de células de
Leydig e o volume testicular fetal
(r=0,89; p<0,0001) de 22 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional
de quatro meses, com curva polinomial
de terceira ordem (r*=0,77;
y=15,3+3x10°X-8,9x10"°X?+1,7x10"
22X3).
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FIGURA 50- Correlacdo entre a quantidade de células germinativas e o volume

testicular fetal (r=0,55; p=0,
gestacional de quatro meses,

009) de 22 fetos bovinos da raca Nelore, com idade
com curva polinomial de terceira ordem.
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Tabela 15- Correlagdes entre os diferentes tipos de células dos testiculos fetais com
as variaveis maternas, além do peso e volume testicular fetal de 22 fetos bovinos da
raca Nelore, com quatro meses de gestacdo
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Tabela 16- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 22 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
guatro meses, de acordo com o peso de carcaga, revestimento de gordura na carcaca
e quantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 17- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares

presentes nos testiculos de 22 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
guatro meses, de acordo com a idade materna
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4.5 Quinto més gestacional

45.1 Fémeas

O peso e o volume ovarianos fetais foram correlacionados com o
namero de foliculos presentes nos ovarios (r=0,67; p=0,0005 e r=0,60;
p=0,002) (Figura 51). A idade materna foi correlacionada positivamente com a
QFOF (r=0,50 e p=0,01) (Figura 52), j& a concentracdo plasmatica de insulina
materna foi correlacionada negativamente com a QFOF (r=-0,57; p=0,004)
(Figura 53). Do mesmo modo, os diferentes tipos foliculares também
apresentaram correlacdo com estas variaveis, sendo os foliculos primordiais e
primarios correlacionados positivamente com a idade materna (r=0,45 e p=0,02
e r=0,42 e p=0,04 respectivamente) e negativamente com a insulina materna
(r=-0,54 e p=0,007 e r=-0,49 e p=0,01 respectivamente). Os foliculos
secundarios foram correlacionados positivamente com a PFOA materna (r=0,78
e p=0,006) (Figura 54) e negativamente com a concentracdo plasmatica de

insulina materna (r=-0,60; p=0,02).

As correlacbes entre os diferentes tipos foliculares e as variaveis
maternas estdo representadas na Tabela 18. A média da quantidade dos
foliculos ovarianos dos fetos de acordo com a PFOA, PC, RGC e idade

maternos estdo apresentadas nas Tabelas 19 e 20.
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FIGURA 51- Correlagdo entre a
populagdo de foliculos totais no ovério
fetal e o peso ovariano fetal (r=0,67;
p=0,0005) de 24 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de cinco
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r2=0,46; y=0,07+9,9x10
"X+4,6x10"°X?-4x10"8X% e correlagéo
entre a quantidade de foliculos totais
no ovario fetal e o volume ovariano
fetal (r=0,60; p=0,002) de 24 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de cinco meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r’=0,28;
y=33,2+0,001X-4,5x10°X*+4,6x10"
15X3).
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FIGURA 52- Correlacdo entre a idade
materna e a quantidade folicular
ovariana fetal de 24 fetos bovinos da
raca Nelore (2 anos, n=4; 4 anos, n=14;
8 anos, n=6), com idade gestacional de
cinco meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=0,50; p=0,01).
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FIGURA 53- Correlacdo entre a
concentracdo plasmatica de insulina
materna e a quantidade de foliculos
ovarianos totais fetal de 24 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de cinco meses, com curva
polinomial de primeira ordem (r=-0,57;
p=0,004).
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FIGURA 54- Correlacdo entre a
quantidade de foliculos ovarianos
antrais materno e a quantidade de
foliculos ovarianos secundarios fetal de
24 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de cinco meses, com
curva polinomial de primeira ordem
(r=0,78 e p=0,006).
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Tabela 18- Correlagcdes entre os diferentes tipos de foliculos nos ovérios fetais com as
variaveis maternas, além do peso e volume ovariano fetal de 24 fetos bovinos da raca
Nelore, com cinco meses de gestacao
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Tabela 19- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 24 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, de acordo com o0 peso de carcaca, revestimento de gordura na carcaca e
guantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 20- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 24 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, de acordo com a idade materna
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4.5.2 Machos

O peso e o volume dos testiculos fetais foi correlacionado positivamente
com a quantidade de células de Sertoli (r=0,35; p=0,04 e r=0,79; p<0,0001)
(Figura 55), com o numero das células de Leydig (r=0,36; p=0,04 e r=0,80;
p<0,0001) (Figura 56). Somente o volume fetal foi correlacionado com a

quantidade de células germinativas (r=0,65 e p<0,0001) (Figura 57).

A idade materna foi correlacionada positivamente com a quantidade de
células de Sertoli (r=0,47 e p=0,006) (Figura 58) e de Leydig (r=0,46 e p=0,007)
(Figura 59) dos ovérios fetais. A populacdo de foliculos antrais nos ovarios
maternos foi correlacionado positivamente com a quantidade de células de
Sertoli nos testiculos fetais (r=0,52 e p=0,006) (Figura 60) e com a quantidade

de células germinativas (r=0,64 e p=0,0003) (Figura 61).

Houve correlacdo positiva entre a concentragdo plasmatica de
testosterona fetal e a quantidade de células germinativas nos testiculos (r=0,37
e p=0,04) (Figura 62). O peso na carcaca materna foi correlacionada
negativamente com a concentragdo plasmética de testosterona fetal (r=-0,37 e
p=0,04) (Figura 63) e a concentracdo plasmatica de leptina materna foi
correlacionada positivamente com a concentragdo plasmatica de testosterona

(r=0,48 e p=0,01) (Figura 64).

As correlacdes entre o peso e o revestimento de gordura na carcaca das
vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios maternos, além
das concentracbes plasmaticas de leptina e progesterona materna com a
guantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos fetais

estao apresentadas na Tabela 21.
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A média da quantidade das células de Sertoli, Leydig e germinativas de

acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios das vacas, o peso de

carcaga, a revestimento de gordura na carcaga e a idade materna estdo nas

Tabelas 22 e 23.
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FIGURA 55- Correlagdo entre a
guantidade de células de Sertoli no
testiculo fetal e o peso testicular fetal
(r=0,35; p=0,04) de 33 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r2=0,11; y=0,44-1,6x10
8X+1,9x101°X?-3,8x1022X3) e
correlagdo entre quantidade de células
de Sertoli no testiculo fetal e o volume
testicular fetal (r=0,79; p<0,0001) de 33
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de cinco meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r’=0,67; y=-108,7+6,6x10°X-2,9x10"
12%24+4,2x10%°X3).
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FIGURA 56- Correlacdo entre a
quantidade de células de Leydig no
testiculo fetal e o peso testicular fetal
(r=0,36; p=0,04) de 33 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, com curva polinomial de
segunda ordem (r*=0,06;
y=0,34+1,6x10°X-3x10"8X?) e
correlagdo entre quantidade de células
de Leydig no testiculo fetal e o volume
testicular fetal (r=0,80; p<0,0001) de 33
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de cinco meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r’=0,67; y=-107,1+6,7x10°X-3,1x10°
14%2+4,9x10%2X3).
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FIGURA 57- Correlagdo entre a
quantidade de células germinativas no
testiculo fetal e o volume testicular fetal
(r=0,65; p<0,0001) de 33 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional
de cinco meses, com curva polinomial
de terceira ordem.
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FIGURA 59- Correlacdo entre a idade
materna e a quantidade de células de
Leydig no testiculo fetal (r=0,46;

p=0,007) de 33 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de cinco
meses, com curva polinomial de
segunda ordem (2 anos, n=6; 4 anos,
n=15; 6 anos, n=3; 8 anos, n=8).
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FIGURA 58- Correlacao entre a idade
materna e a quantidade de células de
Sertoli no testiculo fetal (r=0,47;
p=0,006) de 33 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de cinco
meses, com curva polinomial de
segunda ordem (2 anos, n=6; 4 anos,
n=15; 6 anos, n=2; 8 anos, n=8).
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FIGURA  60- Correlacdo  entre

quantidade foliculos antrais materna e
a quantidade de células de Sertoli no
testiculo fetal (r=0,52; p=0,006) de 33
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de cinco meses,
com curva polinomial de segunda
ordem.
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FIGURA 61- Correlagdo entre a
qguantidade de foliculos antrais materna
e a quantidade de células germinativas
no testiculo (r=0,64; p=0,0003) de 33
fetos bovinos da raga Nelore, com
idade gestacional de cinco meses, com
curva polinomial de segunda ordem.
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FIGURA 63- Correlacdo entre o peso
de carcaca materna e a concentracao
plasmatica de testosterona (r=-0,37;
p=0,04) de 33 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de cinco
meses, com curva polinomial de
segunda ordem.
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FIGURA  62- Correlacdo  entre
concentracao plasmética de

testosterona fetal e a quantidade de
células germinativas no testiculo
(r=0,37; p=0,04) de 33 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, com curva polinomial de
segunda ordem.
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FIGURA 64- Correlacdo entre a
concentracdo plasmética de leptina
materna e a concentragdo plasmatica
de testosterona (r=0,48; p=0,01) de 33
fetos bovinos da raga Nelore, com
idade gestacional de cinco meses, com

curva polinomial de segunda ordem.
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Tabela 21- Correlacdes entre os diferentes tipos de células dos testiculos fetais com
as variaveis maternas, além do peso e volume testicular fetal de 33 fetos bovinos da
raca Nelore, com cinco meses de gestacéo
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Tabela 22- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 33 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, de acordo com o peso de carcaca, revestimento de gordura na carcaca e
quantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 23- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 33 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
cinco meses, de acordo com a idade materna
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4.6 Sexto més gestacional

4.6.1 Fémeas

Foram encontradas correlacdes entre o peso e volume ovarianos fetais
com o numero de foliculos ovarianos totais dos fetos (r=0,56; p<0,0001 e
r=0,57; p<0,0001) (Figura 65). O PC materno foi correlacionado negativamente
com a QFOF (r=-0,34 e p=0,03) (Figura 66), assim como com a quantidade de
foliculos primordiais (r=-0,35 e p=0,01) e em crescimento (r=-0,29 e p=0,01). A
concentracdo plasmatica de insulina materna foi correlacionada negativamente
com a QFOF (r=-0,31 e p=0,03) (Figura 67), assim como os foliculos

primordiais (r=-0,33; p=0,02).

As correlagbes entre os diferentes tipos foliculares e as variaveis
maternas estdo representadas na Tabela 24. A média da quantidade dos
foliculos ovarianos dos fetos de acordo com a PFOA, PC, RGC e idade

maternos estdo apresentadas nas Tabelas 25 e 26.
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FIGURA 65- Correlagdo entre a
populagdo de foliculos totais no ovério
fetal e o peso ovariano fetal (r=0,56;
p<0,0001) de 51 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de seis
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,2019;
y=0,11+7x107"X-1,4x10™X?+8,7x10°

19%3) e correlacdo entre a quantidade
de foliculos totais no ovario fetal e o
volume ovariano fetal (r=0,57;
p<0,0001) de 51 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de seis
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,5772;
y=67+0,0007X-1,4x10X?+8,7x10°X3).

1
1500000

115

?=0,13

1500000 - . ) .
y=4x107"-46027X+190,1X"-0,27X

rianos totais fetal

1000000 +

500000 4 °

BRpirye

T T 1
0 100 200 300 400

Quantidade de foliculos ova

Peso de carcaca (kg)

FIGURA 66- Correlacdo entre o peso
de carcaca materno e a quantidade de
foliculos ovarianos totais de 51 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de seis meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r=-0,34;
p=0,003).
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FIGURA 67- Correlacdo entre a concentracdo de insulina plasmética materna e a
populagdo de foliculos em crescimento fetal de 51 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de seis meses, com curva polinomial de terceira ordem (r=-0,31;
p=0,03).
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Tabela 24- Correlagdes entre os diferentes tipos de foliculos nos ovérios fetais com as
variaveis maternas, além do peso e volume ovariano fetal de 51 fetos bovinos da raca
Nelore, com seis meses de gestagéo
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Tabela 25- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 51 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
seis meses, de acordo com o0 peso de carcaga, revestimento de gordura na carcacga e
guantidade de foliculos antrais maternas
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Tabela 26- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 51 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
seis meses, de acordo com a idade materna

4.6.2 Machos

O peso e o volume dos testiculos fetais foi correlacionado positivamente
com a quantidade de células de Leydig (r=0,41; p=0,01 e r=0,68; p<0,0001)
(Figura 68) e com o numero de células germinativas (r=0,41; p=0,009 e r=0,66;
p<0,0001) (Figura 69). Somente o volume fetal foi correlacionado com a

quantidade de células de Sertoli (r=0,63 e p<0,0001) (Figura 70).

A concentracdo plasmatica de testosterona fetal foi correlacionada
positivamente com a quantidade de células germinativas no testiculo fetal

(r=0,37 e p=0,04) (Figura 71).

As correlacdes entre o peso e o revestimento de gordura na carcaca das
vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios maternos, além
das concentracbes plasmaticas de leptina e progesterona materna com a
guantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos fetais

estao apresentadas na Tabela 27.
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A média da quantidade das células de Sertoli, Leydig e germinativas de

acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios das vacas, o peso de

carcaga, o revestimento de gordura na carcaga e a idade materna estdo nas

Tabelas 28 e 29.
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FIGURA 68- Correlagcdo entre a
guantidade de células de Leydig no
testiculo fetal e o peso testicular fetal
(r=0,40; p=0,01) de 39 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
seis meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r2=0,12; y=0,35+8x10°
9X-2,5x10"X?+2,6x1072°X3) e a
correlagdo entre a quantidade de
células de Leydig no testiculo fetal e o
volume testicular fetal (r=0,67;
p<0,0001) de 39 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de seis
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,53; y=-
162,4+6,6x10°X-1,6x10™"X*+1,7x10
23>(3).
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FIGURA 69- Correlagdo entre a
quantidade de células de germinativas
no testiculo fetal e o peso testicular
fetal (r=0,36; p=0,02) de 39 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de seis meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r’=0,53;
y=0,8+0,0002X-7,8x10?X%*+7,6x10™"*X?)
e a correlacdo entre a quantidade de
células germinativas no testiculo fetal e
0 volume testicular fetal (r=0,63;
p<0,0001) de 39 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de seis
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,39; y=-
295,7+0,076X-1,8x10°X?+1,5x10™1X3).
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FIGURA 70- Correlacdo entre a FIGURA 71- Correlacdo entre a
quantidade de células de Sertoli do concentracao plasmética de
testiculos fetal e o volume testicular de testosterona fetal e a quantidade de
39 fetos bovinos da raga Nelore, com células germinativas no testiculo de 39
idade gestacional de seis meses, com fetos bovinos da raga Nelore, com
curva polinomial de terceira ordem (r=- idade gestacional de seis meses, com
0,63; p<0,0001). curva polinomial de terceira ordem (r=-

0,63; p<0,0001).
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Tabela 27- Correlacdes entre os diferentes tipos de células nos testiculos fetais com
as variaveis maternas, além da concentragdo plasmatica de testosterona e do peso e
do volume ovariano fetal de 39 fetos bovinos da raca Nelore, com seis meses de
gestagao
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Tabela 28- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 39 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
seis meses, de acordo com o peso de carcaga, revestimento de gordura na carcacga e
guantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 29- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 39 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
seis meses, de acordo com a idade materna
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4.7 Sétimo més gestacional

4.7.1 Fémeas

Foram encontradas correlacdes entre o peso e volume ovarianos fetais
com o numero de foliculos ovarianos totais (r=0,47; p=0,0007 e r=0,48;
p=0,0009) (Figura 72). O numero de foliculos terciarios também foi
correlacionado positivamente com o peso e volume ovariano (r=0,63; p<0,0001
e r=0,71; p<0,0001) (Figura 73). Foi observada correlagcdo positiva entre o
revestimento de gordura na carcaga materna com a QFOF (r=0,34 e p=0,02)
(Figura 74), da mesma forma que entre os foliculos primordiais e esta variavel

materna (r=0,31; p=0,04).

Por outro lado, a concentracdo plasmatica de progesterona materna foi
correlacionada negativamente com QFOF (r=-0,45; p=0,005) (Figura 75), assim
como a quantidade de foliculos primordiais € em crescimento também
apresentaram esta correlacdo (r=-0,41; p=0,01 e r=-0,44; p=0,0008

respectivamente).

As correlacbes entre os diferentes tipos foliculares e as variaveis
maternas estdo representadas na Tabela 30. A média da quantidade dos
foliculos ovarianos dos fetos de acordo com a PFOA, PC, RGC e idade

maternos estdo apresentadas nas Tabelas 31 e 32.
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FIGURA 72- Correlagdo entre a
populagdo de foliculos totais no ovério
fetal e 0 peso ovariano fetal (r=0,47;
p=0,0007) de 45 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de sete
meses, com curva polinomial de
terceira  ordem  (r’=0,1258; y=-
0,06+2,3x10°X-2x10X?+4,3x107°X3)

e correlacdo entre a quantidade de
foliculos totais no ovario fetal e o
volume ovariano fetal (r=0,48;
p=0,0009) de 45 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de sete
meses, com curva polinomial de
terceira  ordem  (r>=0,1108; y=-
48,72+0,002X-1,8x10°X*+3,8x10°X?).
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FIGURA 73- Correlagdo entre a
populagdo de foliculos terciarios no
ovario fetal e o peso ovariano fetal
(r=0,63; p<0,0001) de 45 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional
de sete meses, com curva polinomial
de terceira ordem (r*=0,79;
y=0,09+0,007X-1,5x10°X*+8,9x10X3)
e correlacdo entre a de foliculos
primordiais no ovario fetal e o volume
ovariano fetal (r=0,71; p<0,0001) de 45
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de sete meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r2=0,56; y=76,5+5,2X-O,007X2+3,7x10'
ex3).
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FIGURA 74- Correlacdo entre o
revestimento de gordura na carcaca
materna e a quantidade de foliculos
ovarianos totais de 45 fetos bovinos da
raca Nelore (RGC 2, n=18; RGC 3,
n=24; RGC 4, n=3), com idade
gestacional de sete meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r=-0,34;
p=0,02).
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FIGURA 75- Correlagdo entre a
concentragédo plasmatica de
progesterona materna e a quantidade
de foliculos ovarianos totais de 45 fetos
bovinos da raca Nelore, com idade
gestacional de sete meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r=-0,45;
p=0,005).
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Tabela 30- Correlag¢des entre os diferentes tipos de foliculos nos ovérios fetais com as
variaveis maternas, além do peso e volume ovariano fetal de 45 fetos bovinos da raca
Nelore, com sete meses de gestacéo
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Tabela 31- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 45 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de o
sete meses, de acordo com o peso de carcaca, revestimento de gordura na carcaca e
guantidade de foliculos antrais maternas
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Tabela 32- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 45 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
sete meses, de acordo com a idade materna

4.7.2 Machos

O peso e o volume dos testiculos fetais foi correlacionado positivamente
com a quantidade de células de Sertoli (r=0,44; p=0,01 e r=0,80; p<0,0001)
(Figura 76), com o numero de células de Leydig (r=0,37; p=0,04 e r=0,79;
p<0,0001) (Figura 77) e a quantidade de células germinativas (r=0,48; p=0,006

e r=0,68; p<0,0001) (Figura 78).

A quantidade de foliculos ovarianos totais maternos foi correlacionada
positivamente com o numero de células germinativas nos testiculos fetais
(r=0,39 e p=0,04) (Figura 79) e a quantidade de foliculos ovarianos antrais
materna foi correlacionada com o numero de células de Sertoli (r=0,40 e

p=0,04) (Figura 80).

A concentracdo plasmatica de insulina materna foi correlacionada
negativamente com a quantidade de células de Sertoli (r=-0,43 e p=0,02)
(Figura 81), de Leydig (r=-0,43 e p=0,02) (Figura 82) e germinativas (r=-0,36 e

p=0,04) (Figura 83).
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As correlacdes entre o peso e o revestimento de gordura na carcaca das
vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios maternos, além
das concentracbes plasmaticas de leptina e progesterona materna com a
guantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos fetais

estao apresentadas na Tabela 33.

A média da quantidade das células de Sertoli, Leydig e germinativas de
acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios das vacas, o peso de
carcaga, o revestimento de gordura na carcaga e a idade materna estdo nas

Tabelas 34 e 35.
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FIGURA 76- Correlagcdo entre a
guantidade de células de Sertoli no
testiculo fetal e o peso testicular
(r=0,44; p=0,01) de 32 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
sete meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,32; y=2,1-5,6x10"
8X+4,9x10°X?-1,8x10*X%)e correlagéo
entre a quantidade de células de Sertoli
no testiculo fetal e o volume testicular
(r=0,80; p<0,0001) de 32 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional
de sete meses, com curva polinomial
de terceira ordem (r°=0,69; y=1001-
2,8x10°X+6,9x10™°X?+2,8x1021X3).

131

-~ Peso(g) == Volume (mm3)
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FIGURA 77- Correlagcdo entre a
guantidade de células de Leydig no
testiculo fetal e o peso testicular
(r=0,37; p=0,04) de 32 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
sete meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,32; y=2,1-2,6x10°
8X+4,9x10°X?-1,8x10*X%)e correlagéo
entre a quantidade de células de
Leydig no testiculo fetal e o volume
testicular (r=0,71; p<0,0001) de 32
fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de sete meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r2=0,69; y=1001-2,8x10'5x+6,8x10'
13%2+2,8x10%1X3).
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FIGURA 78- Correlagcdo entre a
quantidade de células germinativas no
testiculo fetal e o peso testicular
(r=0,37; p=0,04) de 32 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
sete meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,32; y=2,1-2,6x10°
8X+4,9x10°X?-1,8x10*X%)e correlagéo
entre a quantidade de células
germinativas no testiculo fetal e o
volume testicular (r=0,71; p<0,0001) de
32 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de sete meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r2=0,69; y=1001-2,8x10'5x+6,8x10'
13%2+2,8x10%1X3).
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FIGURA 79- Correlagdo entre a
quantidade de foliculos ovarianos totais
maternos e a quantidade de células
germinativas no testiculo (r=0,37;
p=0,04) de 32 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de sete
meses, com curva polinomial de
terceira ordem.
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FIGURA 80- Correlagdo entre a
guantidade de foliculos ovarianos
antrais maternos e a quantidade de
células de Sertoli no testiculo (r=0,40;
p=0,04) de 32 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de sete
meses, com curva polinomial de
terceira ordem.
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FIGURA 82- Correlagdo entre a
concentragdo plasmatica de insulina
materna e a quantidade de células de
Leydig no testiculo (r=-0,43; p=0,02) de
32 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de sete meses, com
curva polinomial de terceira ordem.
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FIGURA 81- Correlagdo entre a
concentracdo plasmatica de insulina
materna e a quantidade de células de
Sertoli no testiculo (r=-0,43; p=0,02) de
32 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de sete meses, com
curva polinomial de terceira ordem.
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FIGURA 83- Correlagdo entre a
concentracdo plasmatica de insulina
materna e a quantidade de células
germinativas no testiculo (r=-0,36;
p=0,04) de 32 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de sete
meses, com curva polinomial de
terceira ordem.
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Tabela 33- Correlagcdes entre os diferentes tipos de foliculos nos ovérios fetais com as
varidveis maternas, além do peso e volume ovariano fetal de 32 fetos bovinos da raca
Nelore, com sete meses de gestacéo
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Tabela 34- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 32 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
sete meses, de acordo com o peso de carcaca, revestimento de gordura na carcaca e
guantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 35- Média e desvio padrdao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 32 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
sete meses, de acordo com a idade materna
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4.8 Oitavo més gestacional

4.8.1 Fémeas

O peso e o volume ovariano fetal foram correlacionados positivamente
com a quantidade de foliculos terciarios/antrais existentes no ovério (r=0,95;
p<0,0001 e r=0,91; p<0,0001) (Figura 84) e com a gquantidade de foliculos
secundarios (r=0,46; p=0,04 e r=0,46; p=0,04 respectivamente). A quantidade
de foliculos ovariana total materna foi correlacionada positivamente com o
QFOF (r=0,48; p=0,05) (Figura 85). A idade materna foi correlacionada
positivamente com a populagéo de foliculos em crescimento nos ovarios fetais
(r=0,46; p=0,04) (Figura 86), assim como a concentracdo plasmatica materna

de leptina (r=0,51 e p=0,04) (Figura 87).

As correlagbes entre os diferentes tipos foliculares e as variaveis
maternas estdo representadas na Tabela 36. A média da quantidade dos
foliculos ovarianos dos fetos de acordo com a PFOA, PC, RGC e idade

maternos estao apresentadas nas tabelas 37 e 38.
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FIGURA 84- Correlagcdo entre a
populagdo de foliculos totais no ovério
fetal e o peso ovariano (r=0,95;
p<0,0001) de 19 fetos bovinos da raca
Nelore, com idade gestacional de oito
meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r*=0,9665;
y=0,03+0,01X-7x10°X%*+4,9x10°X%) e
correlacdo entre a quantidade de
foliculos totais no ovario fetal e o
volume ovariano (r=0,91; p<0,0001) de
19 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r*=0,8852; y=305,6+3,1X+0,01°X>-
1,1x107°X3).
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FIGURA 85- Correlagdo entre a
quantidade de foliculos ovarianos totais
materna e a quantidade de foliculos
ovarianos totais de 19 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=0,48; p=0,05).



2 ’=0.21

800000 1 ) 5

L] y=-358288+335942X-58360X " +3115X

E

o

) [ ]

2

5600000 o

£

[}

%]

°

5400000 o

2 ° °

2

[ [ ]
o

©200000 o ° [ ]

° [ ] z .
© ()

o °

2 . .

S (]

=] 0 L) L] L] 1
5 2 4 6 8

Idade da vaca (anos)

FIGURA 86- Correlacdo entre a idade
materna e a quantidade de foliculos em
crescimento de 19 fetos bovinos da
raca Nelore (2 anos, n=5; 4 anos, n=8;
6 anos, n=2; 8 anos, n=3), com idade
gestacional de oito meses, com curva
polinomial de terceira ordem (r=0,46;
p=0,04).
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FIGURA 87- Correlagdo entre a
concentracdo plasmética de leptina
materna e a quantidade de foliculos em
crescimento de 19 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r=0,51; p=0,04).
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Tabela 36- Correlacdes entre os diferentes tipos de foliculos nos ovérios fetais com as
variaveis maternas, além do peso e volume ovariano fetal de 19 fetos bovinos da raca
Nelore, com oito meses de gestacao
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Tabela 37- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 19 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, de acordo com o peso de carcaga, revestimento de gordura na carcaga e
guantidade de foliculos antrais maternas
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Tabela 38- Média e desvio padrdo da quantidade dos diferentes tipos foliculares
presentes nos ovarios de 19 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, de acordo com a idade materna

4.8.2 Machos

O peso e o volume dos testiculos fetais foi correlacionado positivamente
com a quantidade de células de Sertoli (r=0,49; p=0,02 e r=0,84; p<0,0001)
(Figura 88), com o numero de células de Leydig (r=0,43; p=0,05 e r=0,83;
p<0,0001) (Figura 89) e a quantidade de células germinativas (r=0,59; p=0,006

e r=0,79; p<0,0001) (Figura 90).

A quantidade de foliculos antrais nos ovarios maternos foi
correlacionado positivamente com o numero de células de Sertoli (r=0,53 e

p=0,02) (Figura 91) e de Leydig (r=0,63 e p=0,005) (Figura 92).

As correlacdes entre o peso e o revestimento de gordura na carcaca das
vacas, a quantidade de foliculos totais e antrais nos ovarios maternos, além
das concentracbes plasmaticas de leptina e progesterona materna com a
guantidade de células de Sertoli, Leydig e germinativas nos testiculos fetais

estao apresentadas na Tabela 39.
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A média da quantidade das células de Sertoli, Leydig e germinativas de

acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios das vacas, o peso de

carcaga, o revestimento de gordura na carcaga e a idade materna estdo nas

tabelas 40 e 41.
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FIGURA 88- Correlagcdo entre a
guantidade de células de Sertoli no
testiculo fetal e o peso testicular
(r=0,49; p=0,03) de 20 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,38; y=8-7,2x10°
8X+3,7x10°X?-5,1x102°X3) e
correlagdo entre a quantidade de
células de Sertoli no testiculo fetal e o
volume testicular (r=0,84; p<0,0001) de
20 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r°=0,74;  y=-1585+5,8x10°X-2,3x10°
13%2+3,6x107%X5).
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FIGURA 89- Correlagdo entre a
guantidade de células de Leydig no
testiculo fetal e o peso testicular
(r=0,43; p=0,05) de 20 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,43; y=8,5-1,9x10°
8X+2,3x101"X2-7,7x102X3) e
correlagdo entre a quantidade de
células de Leydig no testiculo fetal e o
volume testicular (r=0,83; p<0,0001) de
20 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r’=0,70;  y=756,5+3,4x10°X-3,3x10°
16%2+1,1x107%X5).
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FIGURA 90- Correlagdo entre a
quantidade de células germinativas no
testiculo fetal e o peso testicular
(r=0,54; p=0,01) de 20 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem (r’=0,36; y=3,6_3,5x10"
eX+2,9x101%?-1,2x101°X3) e
correlagdo a quantidade de células
germinativas no testiculo fetal e o
volume testicular (r=0,83; p<0,0001) de
20 fetos bovinos da raca Nelore, com
idade gestacional de oito meses, com
curva polinomial de terceira ordem
(r*=0,69; y=-554,6+0,1X-8,6x10"
"X?+2,5x1072X3).
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FIGURA  91- Correlacdo  entre
guantidade de foliculos ovarianos
antrais materna e a quantidade de
células de Sertoli nos testiculos
(r=0,53; p=0,02) de 20 fetos bovinos da
raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, com curva polinomial de
terceira ordem.
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FIGURA 92- Correlagé@o entre quantidade de foliculos ovarianos antrais materna e a
guantidade de células de Leydig nos testiculos (r=0,63; p=0,005) de 20 fetos bovinos
da raca Nelore, com idade gestacional de oito meses, com curva polinomial de terceira
ordem.
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Tabela 39- Correlacdes entre os diferentes tipos de foliculos nos ovérios fetais com as
variaveis maternas, além do peso e volume ovariano fetal de 20 fetos bovinos da raca
Nelore, com oito meses de gestacao
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Tabela 40- Média e desvio padrao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 20 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, de acordo com o peso de carcaga, revestimento de gordura na carcaga e
quantidade de foliculos antrais maternas

Tabela 41- Média e desvio padrdao da quantidade dos diferentes tipos celulares
presentes nos testiculos de 20 fetos bovinos da raca Nelore, com idade gestacional de
oito meses, de acordo com a idade materna
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5 DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento gonadal

5.1.1 Fémeas

De acordo com as correlagbes encontradas entre a populagao folicular
ovariana total dos fetos fémeas, com o peso e o0 volume ovariano dos fetos
podemos constatar que a QFOF esta relacionada com estas variaveis,
concordando com relatos anteriores que avaliou fémeas bovinas apés o
nascimento (Cushman et al., 2014) e préximos a puberdade (Murassawa et al.,
2005).

Trabalhos realizados com Bos taurus indicus e Bos taurus taurus
encontraram resultados semelhantes (DINIZ et al., (2005); MONTEIRO et al,
(2009); TANAKA et al., (2001). Ha relato de aparecimento dos foliculos antrais
somente a partir de 210 dias de gestacao (CARAMBULA et al., (1999).

Neste trabalho, a média da populacdo de foliculos primordiais durante a
gestacdo, em fetos de Bos taurus indicus, foi proxima ao descrito anteriormente
por Russe (1983). A estimativa média do numero de foliculos no ovério dos
fetos aos oito meses de gestacao foi valor similar ao previamente descrito
(BETTERIDGE et al., 1989), estimada entre 164.402 e 2.051.767 a quantidade
de foliculos por ovario, sendo que mais de 90% dessa populagdo era
representada por foliculos ovarianos pré-antrais, concordando com Saumande
(1991). Nos sexto més gestacional foram encontrados valores abaixo do
encontrado por Diniz et al. (2005), ja nos fetos com idade maior ou igual a seis

meses de gestacao, os valores encontrados nos fetos Nelore sdo maiores do
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gue os reportados anteriormente (DINIZ et al., 2005; SILVA, 2009, TANAKA et
al. 2001). Esta variagdo quantitativa provavelmente seja consequéncia de

variagdo das metodologias de estimativa.

O periodo critico no desenvolvimento ovariano das fémeas € até o final
da oogénese (RHIND et al., 2001), 150 dias em bovinos (RUSSE et al., 1983).
Fatores como raga (CAHILL, 1979), idade, concentracdo hormonal (RUSSE,
1983), variaveis nutricionais, genéticas (ERICKSON, 1966) e variacdes
individuais influenciam o numero e a distribuicdo dos foliculos ovarianos
(SILVA, 2009). Tanta influéncia justifica a variacdo individual observada na
populacdo de foliculos, no peso e no volume total dos ovarios dos fetos dentro

de cada més de gestagao.

5.1.2 Machos

O peso e o volume testicular dos fetos estavam correlacionados com a
guantidade de células de Sertoli, de Leydig e germinativas no testiculo fetal. J&
foi descrita correlacdo entre o peso do testiculo e a quantidade de células de
Sertoli em touros Nelore (CARNEIRO Jr et al., 2001). Foi observado que touros
Bos taurus com testiculos mais pesados e com maior diametro possuem maior
relacdo de espermétides arredondadas por células de Sertoli nos tubulos
seminiferos (MOURA e ERICKSON, 1997) e consequentemente maior
producdo espermética (BERNDTSON et al., 1987). Segundo Aguiar et al.
(2006) a relacéo célula de Sertoli/espermatide reflete no potencial de produgéo

espermatica do animal na vida adulta.
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Em humanos o numero de células de Sertoli no final da gestagcédo é de
aproximadamente 260 milhdes, aumentam para 1500 milhées até os 10 anos
de idade e em adultos sdo estimados em 3700 milh&es e células por individuo
(CORTES et al., 1987). Discordando com nossos achados, ha um relato de
pouca diferenca no numero de ceélulas de Sertoli observados por campo
analisado, em testiculos de fetos bovinos da raca Nelore (JACOMINI et al.,
2007), mas acreditamos que seja consequéncia da diferente metodologia

empregada para estima a quantidade de células nos testiculos.

Ha relato em fetos bovinos de que o numero de células de Leydig
comeca a aumentar a partir da oitava semana de gestagdo, se diferenciam,
multiplicam e aumentam de tamanho até a 14° semana (FRANCAVILLA et al.,
1990). Em ratos, ha um menor niamero de células de Leydig, mas com
crescimento continuo até a vida adulta (MENDES-HANDAGAMA e
ARIYARATNE, 2001).

A estimativa da quantidade de células germinativas primordiais nos
testiculos fetais de bovinos até 5 meses foram menores do descrito
anteriormente (HOCHEREAU-DE REVIERS (1995); JACOMINI et al., (2007),
MATSCHKE; ERICKSON, (1969)), em bovinos, e Muller e Skakkebaek (1992)
em humanos. Porém todos os trabalhos descreveram o da quantidade de

células a cada més de gestacgéo.

Neste trabalho a maior concentracdo plasmatica de testosterona dos
fetos machos foi observada no quinto més de gestacdo seguida por um
decréscimo no sétimo e oitavo més. Em humanos foi descrito uma maior
producédo de testosterona entre a 15° e 18° semana de gestacdo em humanos

com posterior declinio (SWERDLOFF et al., 2009). Em ovinos, foi relatada
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maior concentracado de testosterona perto dos 70 dias da gestacéo (FORD;
D’OCCHIO, 1989), o que esta mais préoximo destes resultados em fetos Bos
indicus. O aumento da concentracdo de andrégenos nos machos, durante a

gestacdo, é influenciado tanto por fontes maternas quanto do proprio feto

(CONNOLLY et al., 2013).

A concentracdo plasmatica de testosterona foi correlacionada
positivamente com a quantidade de células germinativas encontrada nos
tubulos seminiferos dos testiculos fetais no quinto e sexto més gestacional e
negativamente com o numero de células de Sertoli e Leydig nos testiculos
quando analisado todo o periodo da gestacdo. Sullivan et al. (2010)
descreveram correlacdo negativa entre a concentragdo de testosterona dos
fetos e a concentragdo de LH nos mesmos. Por outro lado, nossos resultados
discordam com o encontrado por Rojas-Garcia et al. (2010) no qual
encontraram menor namero de células germinativas e maiores quantidade de
células de Sertoli em ovinos submetidos a androgenizacdo no periodo fetal.
Connoly et al. (2013) sugerem que a esteroidogénese testicular fetal é
responsiva ao LH e que um decréscimo na circulacédo de LH fetal pode reduzir
a producédo de testosterona fetal. Fetos machos submetidos a exposicédo de
testosterona aumentaram a expressdo de receptores para FSH
(RECABARREN et al., 2007) nos testiculos e tiveram alteracdo nas respostas
ao GnRH (ROJAS-GARCIA et al., 2010). Portanto sugerimos que essa maior
concentracdo plasmatica de testosterona pode causar uma resposta negativa
na concentracdo de LH e FSH e consequentemente reduzir o niumero de

células testiculares.



151

5.2 Correlacéo das variaveis maternas com o desenvolvimento gonadal

De acordo com os resultados apresentados, as vacas ao ficarem mais
velhas apresentam maior peso de carcaca e maior reserva de gordura, pode
ocorrer um aumento na concentracdo de insulina e progesterona em funcao da
idade, mas ndo houve interferéncia na concentracdo de leptina.

Ficou evidente que durante a gestacdo, a populacado folicular do ovério
fetal € correlacionada positivamente com a idade, o RGC e com a
concentracdo plasmatica de leptina e progesterona materna, além de ser
influenciada negativamente pelo PC, pela quantidade de foliculos ovarianos
totais maternos, PFOA, concentracdo plasmatica de insulina materna. Nos
machos, a quantidade de células de Sertoli, de Leydig e germinativas foi
correlacionada positivamente com a idade e com a quantidade de foliculos
totais e antrais nos ovarios maternos, porém foi correlacionada negativamente
com a concentracdo plasmatica de insulina materna.

Além das correlagfes, foi demonstrado que o RGC, a idade, o PC e a
PFOA das vacas influenciaram a quantidade média dos diferentes estagios de
foliculos ovarianos encontrados em fetos fémeas e nos tipos celulares em fetos
machos durante os diferentes meses gestacionais. Isto demonstrou que a
condicao nutricional da vaca e o status fisiolégico desta podem modificar as
gbnadas fetais, com influéncia significativa sobre a populacdo folicular

ovariana, as células de Sertoli, de Leydig e germinativas formadas.
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5.2.1 Revestimento de gordura na carcaga, peso da carcaga e idade
materna

Pesquisas recentes envolvendo nutricdo e fertilidade de bovinos tem
demonstrado a influéncia nutricional sobre eventos moleculares e celulares que
envolvem a produgdo de gametas, desenvolvimento do foliculo, ovulagéo,
maturacdo oocitaria (ALMEIDA et al., 2007), desenvolvimento embrionario,
crescimento, implantagdo do concepto (BASTOS, 2008) e desenvolvimento

testicular (SULLIVAN et al., 2010).

Recentes evidéncias mostraram plausivel a existéncia do efeito da
nutricdo materna tanto no desenvolvimento do ovario fetal (ALMEIDA et al.,
2007) quanto do testiculo fetal (SULLIVAN et al., 2010). A inadequada ingestao
de energia e 0 baixo escore de condi¢c&o corporal (dois em uma escala de 1 a
5) podem afetar negativamente a fungdo reprodutiva, influenciando

negativamente a prole deste animal (SALMAN; COSTA, 2006)

Segundo Borwick et al. (1997) a ma nutricAo materna no primeiro
trimestre da gestacao retardou o desenvolvimento ovariano fetal em ovelhas, ja
gue neste periodo esta presente o maior numero de foliculos ovarianos fetais
(IRELAND et al., 1987) e ocorre o inicio da foliculogénese. Em trabalho
realizado por Rae et al. (2002), foi demonstrado que ovelhas subnutridas nos
primeiros 50 dias de gestacdo tiveram fetos fémeas com menor massa
ovariana do que aquelas submetidas a nutricdo adequada. Sullivan et al. (2009)
descreveram que novilhas nascidas de vacas submetidas a baixos niveis de
proteina na alimentacdo durante o primeiro terco da gestacdo, obtiveram

foliculos com menores didametros e ovarios com menor densidade de foliculos
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primordiais e primarios. O numero de foliculos primordiais formados neste
periodo é determinante da futura expectativa de vida reprodutiva desta fémea

(HIRSHFIELD, 1994).

Da Silva et al. (2006) demonstraram que a quantidade de foliculos
ovarianos em fetos fémeas, de carneiros em final de gestacdo, diminuiu por
acao da dieta materna, que inibiu a expressdo do gene das gonadotrofinas,
repercutindo em menor crescimento ovariano fetal. Mossa et al. (2009)
observaram que o0s animais nascidos de vacas alimentadas com 60% do
requerimento nutricional de manutencdo, apresentaram menor numero de
foliculos quando comparados aos nascidos das fémeas nutridas corretamente.
Isto demonstra que com a adequada nutricdo materna, neste trabalho, inferido
pelo escore de revestimento de gordura na carcaca, a quantidade de foléculos

ovarianos fetais € aumentada.

Por outro lado, em fetos machos, Sullivan et al. (2010a) demonstraram
que bezerros nascidos de vacas submetidas a altos niveis de proteina no
primeiro terco da gestacdo apresentaram testiculos com menores volumes do
gue aqueles nascidos de vacas submetidas a baixos niveis proteicos no
mesmo periodo gestacional. Além disto, 0 mesmo grupo de pesquisa
descreveu correlacdo negativa entre a nutricdo com baixos niveis proteicos e a
concentracdo plasmatica de FSH. Concordando com nossos resultados, Bielli
et al. (2002) descreveram que cordeiros nascidos de ovelhas com alta nutricdo
energética durante a gestacdo apresentavam testiculos mais pesados e com
maiores quantidades de células de Sertoli do que aqueles nascidos de ovelhas
com niveis baixos de energia na nutricdo. Além disso, estudos relatam efeitos

da nutricdo materna na concentracdo de testosterona fetal (Da SILVA et al.,
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2001), diametro nos tubulos seminiferos (KOTSAMPASI et al., 2009), resposta
de LH e FSH ao GnRH (RAE et al., 2002) e volume testicular (CHASE et al.,

1997).

Neste trabalho o peso da carcaca materna apresentou correlagao
positiva de 16% com a concentracdo plasmatica de insulina, e também foi
observada correlagdo negativa do PC materna com a quantidade de foliculos
ovarianos fetais aos seis meses de idade, assim como, com o0 numero de
foliculos primordiais e em crescimento no mesmo periodo. Por outro lado, foi
encontrada correlagdo positiva do PC materna com a quantidade de células
germinativas nos ovarios fetais no quarto més de gestacao.

Foi encontrado correlacao (p<0,0001) de 33% entre a idade e o peso da
carcaga das vacas, sendo que o0s animais com oito anos de idade
apresentaram maior peso de carcaca do que 0s animais com dois e quatro
anos. Concordando com este achado, Tennant et al. (2002) encontraram um
platb no peso corporal de vacas com cinco e seis anos de idade, porém
consequente diminuicdo deste a partir dos 11 anos. Por outro lado, Choi et al.
(2002) e Requinst et al. (2006) encontraram animais com maiores pesos
corporais aos sete e oito anos de idade.

A idade materna correlacionou-se positivamente com a QFOF dos fetos
fémeas aos cinco meses de gestacdo e com a quantidade de foliculos em
crescimento aos oito meses, tendo as vacas com oito anos de idade fetos com
maior quantidade folicular. Do mesmo modo, a idade materna foi
correlacionada com o numero de células germinativas durante a gestacdo e
com o numero de células de Sertoli e de Leydig no quinto més gestacional.

Estes achados concordam com o descrito na literatura. Requinst et al. (2006)
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observaram que vacas com oito anos de idade geravam animais com maiores
pesos ao nascimento. Cushman et al. (2014) encontraram correlagéo entre o
peso ao nascimento e o peso ovariano dos neonatos de bovinos de corte e
Smit et al. (2013) descreveram que suinos com baixo peso ao nascer
apresentavam testiculos com menores quantidades de células de Sertoli, de

Leydig e germinativas, além de menores pesos testiculares.

5.2.2 Leptina, insulina e progesterona materna

Em nossos resultados a concentracéo de testosterona dos fetos machos
nao diferiu de acordo com o RGC materno, porém foi correlacionada em 48%
com a concentracdo plasmética de leptina no quinto més de gestacao.
Concordando, Alexander et al. (2010) observaram que os machos nascidos de
ovelhas obesas apresentavam a concentragao de testosterona maiores que 0s
animais nascidos de ovelhas controle. Azziz (1989) descreveram que a
guantidade de gordura pode alterar o armazenamento e clearance dos
esteroides e Garnett et al. (2004) demonstraram que a concentracao sérica de
testosterona em criangas pré-puberes foram positivamente correlacionadas
com a porcentagem de gordura corporal. Alexander et al. (2010) sugerem que
a testosterona fetal provavelmente seja armazenada em maiores quantidades
nos tecidos adiposos dos fetos machos nascidos de ovelhas obesas, do que
agueles nascidos de animais controle. Entretanto, Rae et al. (2002a)
demonstraram que a concentracdo de androgenos em machos ovinos era

maior naqueles nascidos de ovelhas subnutridas, do que em animais controle.
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Por outro lado, nos fetos fémeas, foi encontrada correlagdo positiva
entre a leptina materna e a populagdo de foliculos primordiais no terceiro més
gestacional, e com a populacdo de foliculos em crescimento no oitavo més.
Hipotetiza-se que essas correlagbes podem ocorrer pelo fato da leptina
materna estar relacionada com a quantidade de energia disponivel ao feto para
gue ocorra o inicio da foliculogénese e desenvolvimento testicular destes
animais. O crescimento e desenvolvimento folicular das fémeas no final da
gestacdo, e o crescimento e desenvolvimento das células dos testiculos dos
machos no segundo ter¢o da gestacdo podem ser dependentes da quantidade
energética materna, uma vez que a expressao do gene da leptina é regulada

pela disponibilidade de nutrientes no organismo (MORASH et al., 1999)

Além disto, a leptina pode influenciar positivamente e diretamente a
funcdo das gonadotrofinas, estimulando o eixo hipotalamo-hipo6fise-gbnada
exercida a nivel hipotalamico (CAPRIO et al., 2001), aumentando a secrecao
de LH e, em menor propor¢cao o FSH (YU et al., 1997). Nos fetos fémeas, 0s
foliculos em crescimento e antrais sdo dependentes do LH (GIMENES et al.,
2008) e estes estao presentes nos ovarios a partir do sexto més da gestacao.
Nos machos, Thomas et al. (1994) sugerem que a secrecdo de testosterona &
dependente de GnRH, em fetos ovinos, a partir do segundo ter¢co da gestacgéao.
Estudos defendem que a concentragdo de leptina materna é um importante
fator de crescimento fetal e € considerada como um sinal no status de energia
da mae (WAUTERS et al., 2000).

A energia do animal é estocada em gordura e glicogénio, e junto com a
glicose permite que o organismo cresca e reproduza (CROWN et al., 2007).

Entretanto, esta energia depende ndo somente da disponibilidade proveniente
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da nutricdo, mas também da quantidade consumida pelo organismo durante a
gestacdo, o parto, a lactacdo e o comportamento materno. Além da leptina, a
insulina é reconhecida como principal mediador de homeostase energética

(SLIWOWSKA et al., 2014).

Entretanto, encontramos correlacdo negativa entre a concentracao
plasmatica de insulina materna e a quantidade de foliculos totais dos fetos
fémeas durante o quinto e sexto més gestacional. Em cultura in vitro de células
ovarianas, a insulina e o IGF reduzem a proliferacdo de células da granulosas
dos foliculos e diminuem a expressao de AMH (KING et al., 2013), além disso
pode diminuir o desenvolvimento folicular resultando em foliculos poliovulares,
cistos ovarianos e menor qualidade oocitaria em adultos (HISHFELD-CYTRON,
et al., 2013). Hipotetizamos que como no quinto e sexto més da gestacao ja
existe grande quantidade de foliculos secundarios nos ovérios fetais e com
essa possivel diminuicdo da expressdo de AMH nos fetos de vacas com maior
concentracdo plasmética de insulina, o numero de foliculos ovarianos total
pode ser diminuido.

Da mesma forma que em fetos fémeas, foi encontrada correlagéo
negativa entre a concentracdo plasmatica de insulina materna e a quantidade
de células de Sertoli, de Leydig e germinativas nos testiculos dos fetos machos
aos sete meses. Muitos estudos demonstraram a importancia da insulina no
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG), Kovacs et al. (2002) relataram
que niveis aumentados de insulina estimularam a secre¢do de GnRH in vivo e
Sliwowska et al. (2014) descreveram distarbios nos padrées de pulsos de
GnRH/LH. De acordo com isso, hipotetizamos que a maior concentracéo

plasmatica de insulina materna pode alterar a secrecdo de GnRH no feto e
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consequentemente a secrecao de LH e FSH, influenciando na quantidade de
células de Sertoli, de Leydig e germinativas.

Além disto, sabe-se que a concentracdo de insulina esta aumentada nos
animais obesos (ZEIDA; STULNIG, 2009) e em machos é associada ao
hipogonadismo na vida adulta (DU PLESSIS et al.,, 2010). Neste trabalho
observamos correlacdo de 23% entre o revestimento de gordura na carcaga
materna e a concentracdo plasmatica de insulina das vacas. Estudos
demonstram que a hiperinsulinemia esta associada a maior idade para a
entrada da puberdade em homens e mulheres (WILSON; UMPIERREZ, 2008).
Outra evidéncia dessa possivel influéncia da insulina na secrecdo de
gonadotrofinas, foi demostrada em mulheres com a sindrome do ovério
policistico (SOP), que possuiam maiores niveis de insulina (WOLFE et al.,
2014) e testosterona (DUMESIC et al.,, 2007) e apresentaram pulsatilidade
acelerada de GnRH e consequentemente altos niveis de LH (HAYES et al.,
1998).

Concordando com os resultados obtidos, foi relatado que a formacéo
folicular é regulada pelos esteroides do ovario fetal, por um mecanismo de
regulacéo independente dos esteroides maternos (NILSSON; SKINNER, 2009).
De acordo com isso, podemos supor que, até o terceiro més de gestacao, a
guantidade de foliculos nos ovérios fetais sofre influéncia da progesterona
materna, por esta promover um maior aporte de nichos oocitarios,
independentemente das gonadotrofinas. Esse maior nimero de nichos, pode
possibilitar 0 aumento no nimero de odcitos disponiveis para a formacao dos

foliculos primordiais no quarto més de gestacdo. Porém, a partir de
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aproximadamente 90 dias, a regulacdo da formacédo folicular € mediada pelo
feto.

Entretanto foi encontrada correlacdo negativa entre a concentragao
plasmatica de progesterona materna e a quantidade de foliculos totais e em
crescimento no sétimo més de gestacdo. Pepling et al. (2006) encontraram
inibicdo da formacédo folicular em roedores devido a alta concentragdo de
progesterona materna e Nilsson et al. (2006) descrevem o bloqueio da

formacgéo folicular com a alta concentracdo de progesterona.

5.2.3 Populacéo de foliculos totais e antrais maternos

Vacas com maior quantidade de foliculos ovarianos totais apresentam
maiores numeros de foliculos antrais em seus ovarios, sendo encontrado uma
correlacdo de 75% entre as varidveis dos animais deste experimento.
Concordando com esse resultado, Ireland et al. (2008), demonstraram que
vacas com baixa contagem de foliculos antrais possuem também menores

nameros totais de foliculos primordiais e pré-antrais viaveis.

Sabe-se que ha correlacdo positiva entre a concentracdo plasmética de
AMH e o numero de foliculos ovarianos antrais de vacas (IRELAND et al.,
2008). Nas fémeas, o AMH que é produzido pelas células da granulosa de
foliculos secundérios e terciarios (KEZELE et al, 2005) inibe a transicdo dos
foliculos primordiais para primarios e mantém os primordiais neste estagio de
desenvolvimento folicular (VISSER et al., 2005). Por outro lado, Nilsson et al.,

(2008) observaram maior agrupamento de odécitos em nichos e menor
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formacgédo de foliculos primordiais em ovarios de ratas tratadas com AMH, aos
dois dias de vida. Sendo assim, hipotetizamos que ao final da gestacao, as
vacas com maior populacdo folicular ovariana, e consequentemente elevada
concentracdo plasmatica de AMH, geram fetos com menor formagdo de
foliculos primordiais nos ovarios, porém maior nimero de odcitos agrupados
em nichos fazendo com que o numero de foliculos total do ovario seja
considerado menor nessa etapa do desenvolvimento, porém este animal
provavelmente apresenta maior quantidade de obécitos capazes de

posteriormente formarem foliculos ovarianos.

Nos machos o AMH é produzido pelas células de Sertoli (JOSSO et al.,
2006) sob o controle do FSH (HIROBE et al.,, 1992). Na auséncia do efeito
inibitorio do androégeno, as concentragdo de FSH aumentam, assim como as de
AMH (AL-ATTAR et al., 1997) e consequentemente o numero de células de
Sertoli (RECABARREN et al., 2008a). Isto explica também a correlacdo com as
células germinativas, uma vez que estas sdo dependentes das células de
Sertoli (RECABARREN et al., 2008). Porém Recabarren et al. (2008b)
encontraram que machos nascidos de ovelhas submetidas a tratamento com
testosterona apresentaram um aumento na expressao de receptores de FSH
nos testiculos, sugerindo um novo mecanismo para explicar o aumento do

AMH e FSH nestes animais.

Do mesmo modo, em experimento com ratos, Racine et al. (1999)
demonstraram que o AMH inibiu a funcéo e proliferacdo das células de Leydig,
porém em nossos resultados observamos uma correlacdo positiva entre a
PFOA materna e a quantidade de células de Leydig sugerindo que talvez outro

mecanismo esteja agindo sobre a formacgdo destas células. A concentracao de
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estrégeno materno, por exemplo, age diretamente no testiculo fetal, diminuindo
o numero de células de Leydig e Sertoli, e 0 peso testicular dos fetos machos

(HSEUH et al., 1978; SWEENEY et al., 2014).

6 CONCLUSAO

Conclui-se que o numero de foliculos ovarianos dos fetos fémeas é
correlacionado positivamente com a idade, RGC e leptina materna, e
negativamente pela PFOA e concentracdo plasmatica de insulina e
progesterona materna.

A quantidade de células de Sertoli, de Leydig e germinativas nos testiculos
dos fetos machos sao correlacionados positivamente da idade, PFOA e RGC
materno e negativamente com a concentracdo plasmatica de insulina materna.

A concentracdo plasmética de testosterona dos fetos machos foi
correlacionada positivamente com a quantidade de células germinativas e, e
negativamente com a quantidade de células de Sertoli e de Leydig.

Porém devemos lembrar que existem outros fatores que influenciam
nessa formagdo folicular e celular como raca, genética, ambiente e fatores

paternos.
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