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DESENVOLVIMENTO MORFOLOGICO DOS OVARIOS EM
EMBRIOES E FETOS BOVINOS DA RAGA NELORE

RESUMO - Pouco se sabe sobre os eventos morfolégicos que ocorrem durante
o desenvolvimento pré-natal das gbénadas nas ragas zebuinas. O objetivo deste
estudo foi descrever os eventos morfolégicos relacionados ao desenvolvimento pré-
natal da gbnada, incluindo a sua formacgao, identificacdo de células germinativas
primordiais, surgimento de oogdnios, odcitos e foliculos em embrides e fetos da raga
Nelore. Oitenta e um embrides e fetos bovinos, com idade variando de 26 a 240 dias
apos fecundacéao, foram coletados em frigorificos. A idade dos fetos foi estimada a
partir de medidas tomadas no sentido cranio-caudal e aplicadas a formula proposta
por Rexroad et. al. (1974). O sexo foi identificado a partir de observacdes
macroscopicas e usando a técnica do PCR (Polymerase Chain Reaction) somente
quando as diferengas sexuais morfoldgicas ndo foram evidentes. Para histologia, as
gbnadas foram fixadas em liquido de Bouin por 24 horas. Apds processamento
histolégico, cortes de tecido de 5um, foram corados com hematoxilina-eosina. Os
resultados mostraram que a crista gonadica se formou a partir de 29 dias apos
fecundagdo. No 34° dia, células germinativas primordiais foram identificadas. As
oogénias surgiram em grande quantidade entre 50 e 100 dias e seu numero reduziu
drasticamente, atingindo numeros finais aos 140 dias. Os foliculos primordiais,
foliculos em crescimento e antrais apareceram em média aos 95, 140 e 180 dias,
respectivamente. Oogbnias e foliculos primordiais, de forma diferente dos foliculos
em crescimento, apresentaram diferengas significativas no seu didmetro nos varios
periodos estudados. Foliculos antrais mostraram didmetro médio de 96,92 + 31,07um
aos 180 dias , chegando atingir médias de1331,43 + 567,43um aos 240 dias. A
analise estatistica mostrou uma correlagdo positiva e altamente significativa (P<
0,01), entre o didmetro das oogbnias e seu nucleo, como também entre os foliculos
primordiais e em crescimento com seus 06citos e respectivos nucleos. Os resultados
obtidos no presente estudo permitem concluir que o uso de técnicas histoldgicas, €

adequada para identificar a crista gonadica e presenga de células germinativas
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primordiais aos 29 e 34 dias apos fecundagdo, respectivamente. A gbnada esta
totalmente formada aos 40 dias. Foliculos primordiais, em crescimento e antrais
surgem da regiao profunda do cortex ovariano aos 95, 140 e 180 dias

respectivamente.

Palavras-chave: bovinos, diferenciagao sexual, embrides, fetos, ovarios
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MORPHOLOGICAL DEVELOPMENT OF THE OVARIES IN EMBRYOS AND
FETUSES OF NELORE BREED BOVINES

ABSTRACT - Little is known about morphological events occurring during the
prenatal development of gonads in the Zebu breeds. The objective of this study was
to describe the morphologic events related to the prenatal development of the gonad,
including its formation, identification of primordial germinative cells, appearance of
oogonia, oocytes and follicles in Nelore breed embryos and fetuses. Eighty-one
bovine embryos and fetuses, with age range from 26 to 240 days following
fecundation, were gathered in a local slaughter-house. The age of fetuses was
estimated from measures taken in the cranium-caudal direction and applied to the
formula proposed by Rexroad et. al. (1974). The sex was identified from macroscopic
observations and using PCR (Polymerase Chain Reaction) technique only when the
morphologic sexual differences were not evident. For histology, gonads were fixed into
Bouin fluid for 24 hours. Then, 5um-tissue cuts were stained with hematoxylin-eosin.
The results showed that the gonadal ridge was developed from 29 days following
fecundation. At the 34™ day, primordial germ cells were identified. Oogonia arose in
great quantity between 50 and 100 days and its number reduced dramatically,
attaining final numbers at 140 days. The primordial follicles, growing follicles and
antral follicles appeared on the average at 95, 140 and 180 days, respectively.
Oogonia and primordial follicles, in a different way from growing follicles, presented
significant differences in its diameter in the several periods studied. Antral follicles
showed 96.92 + 31.07um in diameter at 180 days, achieving means of 1331.43 +
567.43 um at 240 days. The statistical analysis showed a positive and highly
significant correlation (P< 0.01), between the oogonia diameter and its nucleus, as
well as between the primordial and growing follicles with its oocytes and respective
nuclei. The results obtained in the present study allow us to conclude that the use of
histological techniques is adequate to identify the gonadal ridge and presence of

primordial germinative cells at 29 and 34 days after fecundation, respectively. The
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gonad is completely developed at 40 days. Primordial, growing and antral follicles

arise from the deep region of the ovarian cortex at 95, 140 and 180 days, respectively.

Keywords: bovine, embryos, sexual differentiation, fetuses, ovaries



I. INTRODUGAO

O rebanho bovino brasileiro esta estimado em aproximadamente 160 milhdes de
cabecas, com uma composi¢gao genética que, embora constituido por varias ragas,
apresenta predominancia de animais zebuinos, especialmente os da raga Nelore, que
ocupa quase todo o territério nacional.

O Nelore tem merecido especial atencao por parte dos pesquisadores brasileiros,
que tentam adequar as tecnologias e os conhecimentos desenvolvidos e adquiridos do
Bos taurus taurus para o zebu (Bos taurus indicus), devido a sua grande importancia
social e econdbmica para o Brasil.

Estudos tém demonstrado que existem diferencas comportamentais e,
provavelmente, morfolégicas entre as ragas taurinas e zebuinas. Estas diferengas
ocorrem também no aspecto reprodutivo, o que torna importante conhecer os eventos
que ocorrem no inicio do desenvolvimento dos 6rgaos sexuais, especialmente nas
gbnadas.

Pesquisas sobre os eventos morfolégicos que ocorrem no desenvolvimento
gonadico em fémeas zebuinas, sdo escassas, especialmente durante as fases pré-
natal. Em ragas européias, segundo SHORT (1982), no individuo em formacéo, ha
potencialidades para originar 6rgdos masculinos e femininos, sendo este estadio
denominado indiferenciado.

Ainda, segundo o mesmo autor, o caminho a ser seguido no processo de
diferenciagao é determinado pela constituigdo cromossémica do feto.

As células germinativas primordiais (CGP) foram definidas por McLAREN (1992)
como todas aquelas células das quais os descendentes sobreviventes formam
gametas.

Na formagao gonadica de mamiferos, é bem conhecido que as CGP s&o primeiro
reconhecidas (distinguidas) morfologicamente no endoderma do saco vitelino em
estadios iniciais do desenvolvimento embrionario e posteriormente migram para o
interior da génada (FUJIMOTO et al. 1977). Ha décadas que embriologistas tém se
ocupado em estudar a origem e desenvolvimento das CGP em vertebrados. Os



problemas fundamentais, como de localizagdo, caracterizagdo, desenvolvimento e
diferenciacdo das CGP tém sido estudados freqlientemente em camundongos e
revistos repetidamente (McLAREN 1981, 1983, 1992).

Para MINTZ (1959), o camundongo tem sido escolhido como espécie
preferencial de investigagédo por causa da ocorréncia combinada de fatores relevantes e
uteis, sendo um dos principais o fato de que o camundongo € um dos poucos
mamiferos onde as CGP exibem uma coloragdo histoquimica notavel, em virtude de
apresentarem um conteudo citoplasmatico excepcionalmente alto de fosfatase alcalina
(FA), apresentando-se brilhantes e facilmente visiveis nas reagdes de tecidos, onde as
células somaticas que estdo em volta sdo enzimaticamente negativas.

Os resultados obtidos no modelo camundongo sédo geralmente extrapolados as
espécies com embriogénese diferentes. Assim, estudos do desenvolvimento de CGP
em embrides bovinos, por exemplo, tém de considerar o crescimento tremendamente
rapido do saco vitelino e do mesentério dorsal que interferem na migracao ativa de CGP
de um sitio extra-gonadal para a crista gonadica (WROBEL & SUB, 1998).

No entanto, para HEATH (1978), o estudo das CGP de bovino € complicado
pelas dificuldades técnicas ja que, como em muitos outros mamiferos estas mostram
uma reagao histoquimica positiva para a FA; contudo, outras células embrionarias
também o sdo, e assim o uso da FA como marcador especifico para CGP é sujeito a
inimeras limitagdes. De acordo com JOST & PREPIN (1966), as génadas bovinas
indiferenciadas tornam-se fortemente positivas para FA aos 32° dias e permanecem
assim até o ponto de diferenciacao sexual que ocorre nesta espécie aos 40 dias de vida
embrionaria.

Nas fémeas em geral, a oogbnia, que se divide mitoticamente dando origem as
células filhas,é um descendente direto das CGP que migrou para a gbnada em algum
estadio do desenvolvimento embrionario. Em um certo ponto do desenvolvimento,
contudo, a mitose € interrompida e as oogbnias entram em profase meidtica e séo
subsequentemente chamadas odcitos.(PETERS, 1970).

Para alguns autores (BEAUMONT & MANDL, 1962; BAKER, 1966; ERICKSON,
1966; BLACK & ERICKSON, 1968; PETERS, 1970 e WILSON, 1978), a oogénese tem

duracao variavel conforme a espécie de mamifero. Assim é que em ratos, o processo



de oogénese tem a duragao de dois dias, no suino de trés a dez semanas, enquanto
gue no macaco e no bovino é de mais ou menos trés meses. No entanto, os fatores que
determinam a sua duracgao, ainda nao foram totalmente identificados.

Apo6s formados, os odcitos comecam a ser envolvidos por células foliculares
planas e alongadas formando inicialmente os foliculos primordiais. No entanto, para
CHALLONER (1974); McNAMARA & BLACK (1975) odcitos envolvidos por uma
camada de células foliculares de forma cubdide sdo considerados foliculos primarios,
enquanto que foliculos com mais de uma camada de células sdo considerados foliculos
secundarios, sendo geralmente nesta ultima fase conhecidos como foliculos pré-antrais
(VAN DEN HURK et al. 1997). Foliculos contornados por varias camadas de células
iniciam a formacg&o do antro sdo chamados terciarios e atingem seu maior volume
celular pouco antes da ovulagdo sendo denominados foliculo de De Graaf. Nestas
ultimas fases sao conhecidos como foliculos antrais.

De acordo com MOUSTAFA & HAFEZ (1971), ovarios de fetos bovinos de dois a
trés meses contém foliculos primordiais em formag&o com foliculos atrésicos sendo
observados em varios estadios do desenvolvimento, com a maioria das células
germinativas tornando-se foliculos primordiais em torno dos 175 dias de gestacao.

O conhecimento do desenvolvimento ovariano em embrides e fetos bovinos da
subespécie Bos taurus indicus sera de grande importancia na geragao de informacdes a
respeito dos processos de superovulacdo em animais adultos. Essas informacdes
poderdo ser utilizadas nas técnicas de transferéncia de embrides, fecundagao “in vitro”,
além de transgénia e clonagem.

Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar o desenvolvimento pré-natal da
gbnada feminina para se conhecer aspectos morfolégicos do sistema genital como: o
inicio do aparecimento de CGP, o surgimento de oogbnias, os odécitos e os foliculos,
além de quantificar e estabelecer o didmetro destas células nas varias fases do

desenvolvimento em embrides e fetos na raga Nelore.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Origem e destino das células germinativas primordiais

Estudos sobre desenvolvimento das génadas em bovinos foram feitos em
animais de ragas européias, pouco se sabendo sobre os eventos morfoldgicos que
ocorrem durante este periodo em animais de ragas zebuinas. No entanto, ha evidéncias
de que os 6rgéos internos da reprodugédo, incluindo as gbnadas, se originam junto com
as estruturas do mesoderma intermédio. As células germinativas primordiais (CGP) nao
se formam do material inicial do esbo¢co da gbnada, mas se originam a distancia e
posteriormente migram para esta em todas as espécies de mamiferos (BRAMBEL,
1956).

MINTZ (1959) relatou que em camundongos, grandes células sdo primeiramente
detectadas no saco vitelino. Gradualmente séo transferidas, aparecendo no intestino,
mesentério dorsal, angulo celédmico e, finalmente, na crista gonadica. Durante o
periodo migratorio, seu numero aumenta consideravelmente de menos de 100 para
mais de 5000. Em estudo com embrides bovinos, ERICKSON (1966) verificou que a
crista gonadica se formava aos 32 dias apos a fecundagédo, com o sexo fetal sendo
distinguido aos 39 dias por meio da formagao da tunica albuginea no testiculo primitivo.

Em bovinos, GROPP & OHNO (1966) mostraram a migragdo das células em
embrides de 15mm, com esta completando-se em embrides de 30 a 40mm. Os
referidos autores citaram que em mamiferos e outros vertebrados a diferenciagao
gonadica inicia depois da migracdo das CGP ter sido completada. Além disso em
embrides bovinos aos 15mm uma dobra gonadica ja identificava-se e as gbnadas de
ambos o0s sexos, em embrides de 30 a 35mm, ainda ndo mostravam diferencgas
morfolégicas pela histologia convencional. O numero de CGP estava aumentado
consideravelmente na periferia da gbnada da fémea e diminuido no macho.

De acordo com MATSCHKE & ERICKSON (1969), em bovinos a crista gonadica
foi primeiro observada na face ventro-medial do rim mesonéfrico aos 32 dias. A tunica
albuginea foi identificada aos 33 dias marcando, assim, a diferenciagdo microscopica

entre ovarios e testiculos. Ja em suinos, aos 24 dias apds o coito, as gbnadas sao



protuberancias longitudinais localizadas ao longo da superficie medial do mesonefro e
consistem de 3 diferentes tecidos: o epitélio superficial, o blastema gonadal e o
mesénquima que fica na parte basal da génada (PELLINIEMI, 1976).

De acordo com PETERS (1970), as CGP surgem extragonadalmente no saco
vitelino e migram via endoderma do intestino posterior até o mesentério do intestino, dai
para as pregas mesonéfricas e, finalmente, atingem a crista gonadica. Para FUJIMOTO
et al. (1977), em humanos as CGP s&o inicialmente identificadas morfologicamente na
endoderme do saco vitelino em estadios iniciais do desenvolvimento e eventualmente
migram para a gbnada em formagdo, confirmando, assim, estudos anteriores de
PELLINIEMI (1976), que identificou CGP em todas as regides da génada de suinos de
ambos 0s sexos entre 22 e 24 dias apos a concepgao. Cabe a este autor a afirmacéao
de que estas CGP apresentavam largas organelas com pseuddpodos indicando
habilidade migratdria, no entanto, varias linhas de evidéncia tém estabelecido que a
linhagem de CGP é derivada do epiblasto (ectoderme embrionario) mais do que da
endoderme do saco vitelino (McLAREN, 1983).

De acordo com FUGIMOTO et al (1977) em embrides humanos com 14 somitos,
as CGP sao encontradas na parede postero-dorsal do saco vitelino (algumas no
endoderma do saco). Estas sdo grandes, possuem um nucleo arredondado e
extremamente grande, citoplasma claro e nitidamente demarcadas das células
adjacentes. Com 22 somitos (final da 42 semana) ocorre a migragdo, passando pelo
intestino primitivo para chegarem até a gbnada indiferenciada. Com seis semanas as
células que nao estdo na gbnada podem estar migrando ou, entdo, falharam em sua
migragao

A primeira fase da migragao das CGP parece ser passiva, resultante da mudanca
da forma discoide do embrido para uma formacao tubular e incorporagdo do endoderma
do saco vitelino no intestino primitivo posterior. A partir dai, as CGP migram ativamente
por movimentos amebdides até a crista gonadica (STWARTZ, 1975; FUJIMOTO et al.
1985; MAKABE et al. 1989; MOTTA et al. 1997).

WARTENBERG (1983) nao conseguiu identificar CGP no mesentério dorsal de

embrides bovinos de aproximadamente 30 dias de idade, o que o fez acreditar que as



CGP alcangcavam a crista gonadica por via sanguinea. No entanto, para DE FELICI
(1994), as evidéncias para o transporte vascular de CGP n&o sao muito convincentes.

Em embrides humanos por volta da 5% semana cerca de 1000 a 2000 células
podem ser vistas migrando em diregao a crista gonadica. E embora o fator de iniciagao
e direcionamento desta migragcdo ainda nao esteja totalmente definido, parece
depender ou da producdo de uma substancia quimiotaxica pelo epitélio celédmico da
gbnada em formagao (BAKER, 1966; BYSKOV, 1982; GODIN et al., 1990), ou da agao
de componentes especificos da matriz extracelular como a fibronectina (FUJIMOTO et
al., 1985; MOTTA et al., 1997; McLAREN, 2000).

Para BYSKOV & HOYER (1994), na maioria dos mamiferos as cristas gonadicas
surgiriam como espessamento na superficie ventrolateral de cada mesonefro,
comegando ja no 102 dia post coitum.

SHIM & ANDERSON (1998) afirmaram que, em suinos, as CGP mostravam-se
diferenciadas das células vermelhas e de outras células somaticas pelo seu grande
tamanho e que, em cultivo, elas dobravam em numero a cada dois dias.

As CGP invadem e colonizam as areas superficiais da crista gonadica no final da
52 e durante a 6 semana de desenvolvimento. Na crista gonadica as CGP tornam-se
grandes, hiperplasicas, assumem aspecto amebdide e espalham-se entre o epitélio
celémico e o mesénquima (MEDEIROS & YAMAMOTO, 1998). Uma vez no interior da
gbnada em formacgado, as CGP dividem-se rapidamente por mitose, alcangando na 102
semana a populagdo de aproximadamente 600.000 células. Ao redor da 72 semana ha
uma grande mistura de células germinativas (CG) e células somaticas dispostas em
corddes envolvendo ninhos de CG. A posterior fragmentagédo destes corddes de células
somaticas englobando CG dara origem aos foliculos primordiais (GONDOS et al., 1971;
MEDEIROS & YAMAMOTO, 1998). Ainda de acordo com MEDEIROS & YAMAMOTO
(1998), a partir da 92 semana apo6s a fecundagao, as CGP que alcangaram a crista
gonadica e encontravam-se integradas ao ovario, iniciavam sua diferenciagdo para
oogoénias. Estas tém maior atividade mitdtica e tendem a formar aglomerados de células
em divisao, interligados por pontes com as fungbes de coordenar a diferenciagdo ou
degeneragao das CG. Estes grupos celulares continuam sua proliferacdo mitética até

atingirem cerca de 6 a 7 Xx 10° oogbnias. A partir da 122 - 132 semanas apos a



fecundacgao, as oogoénias localizadas no cortex ovariano iniciam sua diferenciagcdo em
oocitos (GONDOS et al., 1971). A semelhanca das oogénias pode-se também
identificar ninhos de odcitos interligados por pontes. A meiose tem inicio nesta fase de
desenvolvimento; tanto as oogbnias como os oocitos estdo circundados por células
planas, achatadas, derivadas do componente somatico. Estas células também
proliferam ativamente, misturam-se com os odcitos, englobando-os numa estrutura
semelhante ao foliculo, contendo, as vezes, mais de uma CG (MEDEIROS &
YAMAMOTO, 1998).

Em embrides de ovelhas aos 24 dias de gestagéo, ja € possivel identificar CGP
localizadas na crista gonadica (ECKERY et al, 1996). A primeira manifestacao do
desenvolvimento gonadico nas varias espécies de mamiferos consiste em um relevo na
parte medial dos tubulos mesonefros chamado crista gonadica, que se inicia de acordo
com FUGIMOTO et al. (1977), NODEN & DE LA HUNTA (1990), em embrides de 9-
10mm de comprimento, caracterizado por um engrossamento do epitélio celémico e
apresentando neste periodo de 100 a 300 CGP.

Para MACKAY (2000), as CGP retornavam para o embrido passivamente no
momento em que o saco vitelino era incorporado pelo intestino posterior, migrando por
movimentos amebodides para o mesentério dorsal e ao redor do angulo celébmico até

alcangarem seu destino, ou seja, a crista gonadica.

Reacao enzimatica da fosfatase alcalina

O camundongo tem sido escolhido como espécie preferencial de investigagao de
desenvolvimento e formacédo gonadica, gragas a ocorréncia combinada de fatores
relevantes e Uteis sendo, um dos principais, o fato desta espécie ser uma das poucas
dentre os mamiferos onde as CGP exibem uma coloragdo histoquimica notavel. Isto,
em virtude do alto conteudo citoplasmatico de FA, apresentando-se brilhante e
facilmente visivel nas reacdes de tecidos, onde as células somaticas ao seu redor sédo

enzimaticamente negativas (MINTZ, 1959).



Em bovinos, GROPP & OHNO (1966) verificaram que o inicio do
desenvolvimento gonadico era caracterizado pela presenga de um blastema FA
positivo. Seus derivados presentes nas gbnadas de ambos os sexos, células foliculares
em fémeas e intersticiais no macho, também apresentavam reagao FA positiva. No
entanto, as CGP, apesar de serem FA positivas, perdem esta atividade quando se
transformam em oogénias e odcitos. Também JOST & PREPIN (1966) afirmaram que
as gbnadas bovinas indiferentes tornavam-se fortemente positivas para a FA aos 32
dias e permaneciam assim, até o ponto de diferenciacdo sexual, aos 40 dias apds
fecundacao.

Em 1977, FUJIMOTO et al., trabalhando com embrides humanos, verificaram as
CGP apresentando reagdes histoquimicas positivas para a FA, atividade demonstrada
seletivamente na membrana plasmatica. No entanto, para HEATH (1978), o estudo da
CGP de bovinos era complicado pelas dificuldades técnicas, visto que, como em muitos
outros mamiferos, estas células apresentavam-se FA positivas. Entretanto, outras
células embrionarias bovinas também assim se comportavam. Portanto, o uso da FA
como marcador especifico para CGP bovinas estava sujeito a varias limitagdes.

WROBEL & SUB (1998) caracterizaram as CGP em embrides bovinos como
células poligonais, algumas equipadas com finos processos citoplasmaticos, com
tamanho variando levemente de acordo com a idade e a localizagdo embrionaria. O
nucleo mostrava-se, na maioria das vezes, esférico e todas estas células FA positivas.
Para estes autores, onde as CGP FA positivas apresentavam-se mascaradas por uma
reacao FA positiva do tecido adjacente, a histoquimica de lectinas podia ser uma
alternativa para sua identificacdo. No entanto, estes autores testaram 28 tipos de
lectinas quanto a sua capacidade de marcar CGP bovinas. Destas, 11 foram
selecionadas, apesar da maioria também se ligarem a outros tipos de tecidos
embrionarios, impedindo, na maioria da vezes, a identificacdo das CGP.

Para McLAREN (1992), no embrido de camundongo, as CGP mostravam alta
atividade para a FA, capacitando-as para serem identificadas histoquimicamente.
Assim, usando uma técnica de montagem total, GINSBURG et al. (1990) detectaram
um cacho de 100 células corando difusamente para atividade de FA em embrides de

camundongo em gastrulagéo (7- 7,25 dias post-coitum)..



De acordo com SHIM & ANDERSON (1998) as CGP em migragao podiam ser
identificadas em camundongos, ratos, coelhos, bovinos e humanos, por suas
caracteristicas morfolégicas incluindo seu grande tamanho, nucleo grande e nucléolo

proeminente.

Formacgéao da génada e origem das células somaticas

Oocitos de mamiferos fecundados por espermatozéide portador do cromossoma
X se diferenciam em fémeas (XX). Na presenga do cromossomo Y a gbnada resultara
na formacao do testiculo. Uma vez que todos os tecidos sao diferenciados a partir de
células totipotentes, a regulagcdo da diferenciagdo celular € genética. Os embrides
normais (XX) e (XY) de mamiferos, tém gbénadas indiferenciadas até aproximadamente
a 72 semana, apos a fecundacao, podendo diferenciar tanto para ovario como para
testiculo. Na auséncia do cromossomo (Y), a gbnada se diferencia em ovario e, de
acordo com MEDEIROS & YAMAMOTO (1998), a diferenciacédo da gdnada feminina
exige a presengca de 2 cromossomos X estrutural e funcionalmente normais em
cariotipos XX.

Para BYSKOV & HOYER (1994), na maioria dos mamiferos as cristas gonadicas
surgem como espessamento na superficie ventrolateral de cada mesonefro, comegando
ja no 102 dia post coitum.

Também WROBEL & SUB (1998) em estudos com embrides bovinos, afirmaram
que a crista gonadica comegava a aparecer entre 27 e 31 dias apds a concepgao sendo
identificada por um epitélio celébmico colunar, espessado como uma dupla camada. No
32° dia a crista gonadica se expandia rapidamente e formava a gbnada indiferenciada
em forma de fuso, que era fixada a regidao ventromedial dos mesonefros por uma zona
de ligagdo abrangente. Mais tarde no desenvolvimento, esta ligagao se diferenciava em
pedunculos caudal e cranial grossos e uma por¢gado média afinada, a mesogdnada. Na
crista gonadica a membrana basal do epitélio celdbmico se quebra e os derivados
epiteliais penetram na crista, o que, segundo KARL & CAPEL (1998), dara origem as
células de Sertoli no macho e as células da granulosa na fémea.
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De acordo com MEDEIROS e YAMAMOTO (1998), as células da granulosa e as
células da teca, componentes do foliculo com origem no tecido mesonéfrico vizinho,
também migram para a crista gonadica. Logo, odcitos e células da granulosa sao
incorporados no interior dos corddes corticais da gébnada em formacdo. E interessante
notar que se as CGP ndo alcangarem a crista gonadica, o ovario nao se desenvolvera
(McLAREN, 1991).

Para McLAREN (2000), dentro da gbnada em desenvolvimento, numerosas
interagbes ocorriam entre as linhagens de células germinativas e somaticas. Estas sao
particularmente importantes para o estabelecimento da linhagem espermatogénica no
testiculo e para a diferenciacdo do tecido somatico no ovario. Outra linhagem
importante de células na gbnada séo as esteroidogénicas ao darem origem no macho
as células de Leydig e na fémea as células da teca. No entanto, sua origem continua
sendo obscura (PALMER & BURGOYNE,1991, SKINNER et al. 1985, McCLAREN,
2000).

Assim, o ovario contém células germinativas e somaticas, duas linhas celulares
de origens diferentes com fungdes intimamente relacionadas e interdependentes
durante todo o processo de desenvolvimento. Além da presenca da estrutura
cromossbmica normal, a diferenciacdo ovariana depende da interacdo normal entre

estes diferentes tipos celulares (CGP e somatica)

Oogénese e desenvolvimento folicular

A oogonia foi definida por BEAUMONT & MANDL (1962) como sendo uma célula
caracterizada por seu grande tamanho e forma esférica ou quase esférica e que, na
interfase, o nucleo continha filamentos finos e dois ou mais nucléolos proeminentes.

Em ratos, o processo de oogénese tem a mesma duragao entre as espécies de
mamiferos ja estudados, com as oogbnias sendo transformadas em odcitos em dois
dias enquanto que, na vaca, o processo entre o inicio e o fim da oogénese é de mais ou
menos trés meses (BEAUMONT & MANDL, 1962; ERICKSON, 1966).
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As células germinativas na gbnada feminina (oogbnias), dividem-se
mitoticamente dando origem as células filhas. Estas células entram na préfase meidtica
e sao chamadas a partir dai de oocitos. Em bovinos, a oogbnia aparecia no ovario fetal,
segundo PETERS (1970) e MOUSTAFA & HAFEZ (1971), aos 55 dias de gestacgao
aumentando em numero aos 75 dias e multiplicando-se mais notadamente aos 101
dias.

Existe um consenso de que, na maioria das espécies de mamiferos, o processo
de oogénese é completado antes ou logo depois do nascimento, quando as CG entram
em profase da meiose e, tornam-se por definicdo odcitos, além de cessar a atividade
mitética (FRANCHI, et al.1962).

De acordo com MINTZ (1959), experimentos com irradiagdo mostraram que
novos odcitos podiam substituir oocitos degenerados ou perdidos, apenas se alguma
oogbnia ainda estivesse presente. Com elas, a atividade mitética podia ser retomada,
sem elas o epitélio ovariano falhava em reproduzir novas CG.

De acordo com BEAUMONT & MANDL (1962), a mitose oogonal em ratos estava
associada com um aumento da populacdo de CG de 12000 no dia 14,5 para 71.000 no
dia 17,5 pés-coito (PC). Entre os dias 17,5 e 18,5 PC, ocasionava uma reducédo de mais
ou menos 3.000 CGP devido ao grande numero de divisdes atrésicas nestas células.

Do 18,5 dia PC em diante o numero de CG decresce uniformemente devido a
ocorréncia de divisbes atrésicas e degeneracdo caracterizada por leve condensagao
dos filamentos de cromatina e eosinofilia citoplasmatica, além de células atrésicas em
dipléteno. Em estudo com embrides e fetos bovinos, ERICKSON (1966) constatou que
a meiose se iniciava nos fetos com 75 a 80 dias PC. A mitose cessava entre 150-170
dias e a maioria dos odcitos atingia seu estadio de dictidteno (descanso) em paquiteno
da préfase meidtica e eram envolvidos no foliculo primordial em torno de 170 dias, com
foliculos antrais aparecendo nos ovarios apés 250 dias de gestagao. O numero de CG
aumentou de 16000 no 50° dia PC para 2.7000.000 no 110° dia PC; a partir dai, caiu
abruptamente para 107.000 aos 170° dias PC atingindo em média de 68.000 CG aos
270° dias de gestacgao.
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Investigando gbénadas de fetos bovinos, OHNO & SMITH (1964), combinando
técnicas citoldgicas e histologicas, revelaram que as regides mais profundas da génada
feminina apresentaram maior numero de CG do que as camadas mais superficiais.

No ovario, as células do cordao folicular se diferenciam com o blastema central
associado na zona juncional com a camada periférica da oogébnia. Estas sdo tomadas
pelos ramos periféricos das células dos corddes foliculares, sendo entdo, denominados
corddes ovigeros. Durante o movimento descendente junto com estes corddes, as CGP
se transformam em odcitos, prosseguindo pela préfase | da meiose e atingem o estadio
de dictiéteno. Esta maturagcao das CG parece ser controlada pelas células foliculares e
permanecem sob este controle até que um numero adequado de células foliculares seja
encontrado ao redor de odcitos individuais para formarem os foliculos primordiais
(GROPP & OHNO, 1966).

Em estudos com embrides e fetos suinos, BLACK & ERICKSON (1968)
observaram CG na regido da crista gonadica sete dias antes da sua formacéo, ou seja,
aos 24-25 dias. O inicio da meiose ocorria aos 40 dias, mas apresentava maior numero
aos cinquenta dias. O dipldteno, que é o estadio de descanso dos odcitos de suinos,
surgia primeiro aos 50 dias. O numero de CG aumentava dramaticamente dos 20 aos
50 dias PC (5.000 para 1.100.000); subseqientemente, a atividade mitética das CG
diminuia e havia aumento de necrose das mesmas, resultando uma populagado de
500.000 CGP ao nascimento. Para estes autores o estoque definitivo de odcitos surgia
de um periodo anterior aos 100 dias PC, sendo o periodo de 70 dias, o de maior
contribuicdo para o estabelecimento da populagado da gbnada.

De acordo com PETERS (1970), nos mamiferos nem todas as CG presentes no
ovario sobreviviam apos a divisdo mitdtica cessar. O numero de odcitos nao
permanecia constante, mas um numero consideravel se degenerava durante os
estadios iniciais da diferenciacdo do odcito.

A taxa de degeneracdo de odcitos varia consideravelmente em diferentes
espécies. Na espécie humana e nos bovinos apenas 5% do numero do pico destas
células sobrevivem na gbénada durante o nascimento (BAKER, 1963; ERICKSON,
1966).
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Em estudo com fetos zebuinos, MBASSA (1989) ao observar o blastema gonadal
em embrides de 15 mm de comprimento, constatou que as oogbnias estavam na
préfase da primeira divisdo meidtica em fetos de 35 a 60 mm com foliculos primordiais
sendo formados em fetos de 60-80mm.

Em ovelhas, JANTOSOVICOVA et. al. (1996) verificaram que na 92 semana de
gestagdo as oogodnias e odcitos nos estadios de leptoteno, zigéteno e paquiteno da
proéfase meidtica estavam arranjados em ninhos. Esporadicamente os odcitos
encontravam-se ligados as células pré - foliculares planas e, seu citoplasma, ainda nao
cobria totalmente o odcito. Neste periodo a foliculogénese era iniciada e, de acordo com
estes autores, nos foliculos primordiais desta espécie, os odcitos sao apresentados no
estadio de diploéteno da profase meidtica.

Para MEDEIROS & YAMAMOTO (1998), na colonizagdo da gbnada, algumas
centenas de células deixavam o epitélio da vesicula vitelina, sofriam mitose ativa e
aumentavam numericamente durante o trajeto até o primoérdio gonadal, ou mesmo apos
penetracdo no ovario em desenvolvimento. Os odcitos ndo circundados pelas células da
granulosa, resultantes da divisdo meidtica, se degeneravam rapidamente, havendo
portanto, necessidade de que os odcitos fossem envoltos pelas células da granulosa
para que sua degeneracgao fosse inibida (BYSKOV, 1986). Nas fases embrionaria e fetal
as células germinativas podem ser consumidas em dois estadios. Antes mesmo da
formagao ovariana por degeneragao durante a migragao da vesicula vitelina até a crista
gonadal e, ja na crista gonadal, pela atresia destas, antes da formagao dos foliculos
(BEAUMONT & MANDL, 1962).

Na mulher, segundo MEDEIROS & YAMAMOTO (1998), entre a 182 e 202
semana da gestacdo a gbnada apresentava o maior numero de odécitos nos varios
estadios da profase | da divisdo meidtica, oogdnias em multiplicagdo mitética e grande
numero de células em degeneragao. Estas ultimas encontravam-se desde a camada
cortical profunda até o epitélio superficial. E, segundo DUVALL et al. (1985),
macrofagos podiam ser encontrados no interior do parénquima ovariano fagocitando
oocitos em avangado estadio de apoptose.

Alcangando o numero de células germinativas na metade da gestacdo, ha

acentuado consumo destas, resultante do processo de degeneragdo no interior do
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tecido ovariano. A perda ocorre por morte direta, sendo este evento (apoptose)
responsavel pela eliminagdo de células isoladas ou em grupo. Em camundongo este
mecanismo diferente do fenbmeno de atresia folicular, € o mais importante na perda
das células germinativas na vida pré-natal (PESCE & De FELICI, 1994).

A perda de odcitos na vida intrauterina pode acontecer também pela simples
migracao destas células até a superficie ovariana com perda maci¢ca por meio desta
superficie por simples esfoliagdo, que ocorre em todas as fases do desenvolvimento de
modo acelerado até o nascimento. Ainda, segundo MOTTA & MAKABE (1986), podia-
se inclusive observar pequenos orificios na superficie ovariana como resultado da
ruptura temporaria na integridade do epitélio superficial, um tipo de perda que decrescia
a medida que se aproximava o final da gestagdo. Durante o processo de consumo, o
numero de oogbnias em degeneracdo na interfase ou divisdo mitdtica n&o é
significante. No entanto, com o inicio da meiose, o processo de atresia € acelerado,
sendo particularmente sensiveis aqueles oocitos em dipléteno nao circundados pelas
células somaticas (OHNO & SMITH, 1964).

Formacao folicular

Apos formados, odcitos comecam a ser envolvidos por células foliculares
alongadas e planas, formando inicialmente os foliculos primordiais. Nos bovinos, os
ovarios permanecem morfologicamente indiferentes até a formagao do foliculo primario
que, segundo ORTIZ (1945), ocorria aos170 dias apds a fecundacdo. No entanto,
ERICKSON (1966) afirmou que nesta espécie animal a maioria dos odcitos atingia seu
estadio de descanso (paquiteno) e estavam envolvidos no foliculo primordial aos 170
dias com foliculos antrais surgindo no ovario aos 250 dias apés a fecundacéo.

GROPP & OHNO (1966), ao estudarem bovinos Bos taurus taurus verificaram
inumeros foliculos primordiais sendo formados nas regides mais profundas da zona
cortical em ovarios de fetos de 110 a 130mm de comprimento. Ja para JOST et al.

(1972), foliculos antrais seriam formados aos 200 dias apds a concepgao.
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De acordo com MOUSTAFA & HAFEZ (1971), ovarios de fetos bovinos de dois a
trés meses continham foliculos primordiais em formagao com atresia folicular nos varios
estadios. No entanto, grande numero desses foliculos s6 foram observados a partir de
175 dias apds a fecundacao.

Em fetos humanos, SCHELHAS (1974) observou que a estrutura ovariana
tornava-se evidente entre a 11? e 16% semana quando os odcitos circundados pelas
células da granulosa se transformavam em foliculos primarios.

CHALLONER (1974) e McNAMARA & BLACK (1975) definiram os foliculos
primordiais como aqueles em que o od6cito estava circundado por uma unica camada de
células foliculares achatadas, transformando-se em foliculos primarios quando estas
células assumiam a forma cubodide.

JANTOSOVICOVA et al. (1996) em estudo com fetos de ovelhas, verificaram que
a foliculogénese era iniciada durante a 92 semana apés a fecundagao e que, de forma
diferente do bovino, em cujos foliculos primordiais os odcitos se apresentavam no
estadio de paquiteno da profase meidtica, estes estavam no estadio de dipléteno, como
na maioria das espécies de mamiferos. Também neste estudo os autores encontraram
foliculos secundarios sendo formados e se multiplicando entre a 14? e 152 semanas
pré-natal, e que foliculos antrais foram observados desenvolvendo-se e entrando em
atresia entre a 202 222 semana, com os trés estadios de desenvolvimento folicular
ocorrendo no dia do nascimento.

Para MEDEIROS & YAMAMOTO (1998), em fetos humanos os foliculos
primordiais se formavam entre a 8 e 10? semana apds a fecundacao. Estes autores
definiram foliculos primordiais como aqueles que apresentavam uma unica camada de
células da granulosa planas oriundas da rete ovari, e se transformam em foliculos
primarios quando as células que envolvem o odcito assumem a forma cubdide.

De acordo com McLAREN (2000), no camundongo, a medida que o nascimento
se aproximava, as células somaticas no ovario invadiam os grumos de células
germinativas para que cada odécito se tornasse rodeado por uma unica camada de
células achatadas, as células da granulosa, formando o foliculo primordial.

Ainda para MEDEIROS & YAMAMOTO (1998), em fetos humanos havia uma

perda maciga de foliculos em ovarios a partir da 2% metade da gestagao e esta parecia
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ser resultante da auséncia de envoltério ou camada de células da granulosa nos
estadios iniciais da meiose ou da grande sensibilidade do odcito logo apdés 0 momento
em que alcangava a fase de diploteno. Podia ainda, ser resultante da migragcéo das
células germinativas da area cortical para a camada mais superficial do epitélio
celébmico que revestia o ovario. No entanto, aventaram a possivel participacdo de varios
fatores reguladores intraovarianos, paracrinos e autécrinos na perda e consumo
folicular durante a vida intrauterina. Para os referidos autores, independentemente dos
mecanismos envolvidos na deplecdo folicular observada na segunda metade da
gestacao, o resultado seria uma parada do numero de foliculos primordiais em torno de
700.000 no momento do nascimento, e que, este consumo continuo de foliculos até o
nascimento seria resultante do mecanismo de apoptose, da esfoliacdo das células

germinativas na superficie gonadal e da atresia de odcitos nesta fase.
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ll. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento gonadico de embrides e fetos femininos de bovinos da raga
Nelore, foi nosso objeto de estudo no presente trabalho. Para tanto, foram coletados de
fémeas abatidas em frigorificos no municipio de Uberlandia-MG, durante os anos de
1999 e 2000, gbnadas de 81 embrides e fetos de vacas Nelore em diversas fases de
gestacdo de acordo com a formula proposta por REXROAD et al., (1974) e distribuidos

da seguinte forma:

6 embrides de 10 a 12 mm (até 30 dias )
6 embrides de 15 a 30 mm (30 a 40 dias)
5 fetos de 30 a 50 mm (40 a 50 dias)

5 fetos de 50 a 70 mm (50 a 60 dias )

10 fetos de 70 a 160 mm (60 a 90 dias )

12 fetos de 160 a 270 mm (90 a 120 dias )
9 fetos de 270 a 390 mm (120 a 150 dias )
9 fetos de 390 a 530 mm (150 a 180 dias )
8 fetos de 530 a 680 mm (180 a 210 dias )
11fetos de 680 a 800 mm (210 a 240 dias)

A época da colheita das génadas fetais procurou-se certificar de que os fetos
apresentavam caracteristicas da raca Nelore, e posteriormente confirmar com o

proprietario dos animais se as vacas foram acasaladas com touros da mesma raca.
Sexagem dos embrides
O sexo dos fetos foi determinado por observacdo macroscopica de suas estruturas

enquanto que o dos embrides foi confirmado por meio da técnica do PCR (Polimerase
Chain Reaction) conforme descrito por NASCIMENTO, (1997).
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A sexagem dos embrides foi realizada no Laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia. Dos embrides colhidos e que ndo podiam ser
sexados macroscopicamente, apés medidos e pesados, foram retirados fragmentos e
levados ao laboratorio para serem sexados, utilizando-se a seguinte metodologia:

Em primeiro lugar fez-se a extracdo de DNA de cada amostra. Estes foram
quantificados em espectofotdmetro GBC — UV/VIS 911A obtendo-se em média 100 ng
de DNA por microlitro (ul). Para as reacdes de PCR foram utilizados os seguintes pares
de primers, baseados em KIRKPATRICK & MONSON (1993)

Zfx alelo-especifico -5 GAC AGC TGA ACAAGT GTTACTG 3
Zfx, alelo-especifico -5 AAT GTC ACACTT GAATCGCATC &
Zfy. alelo-especifico -5 GAA CGC CTT CGAATG TGATAAC 3
Zfy, alelo-especifico -5 CTG ACA AAACGT CGC GATTTCAJ

Para a reacado de PCR, foram adicionados 200 ng de DNA em um mix contendo
1,5 unidade de Taq DNA polimerase, 10 pmoles de cada primer, 100 uM de cada
desoxirribonucleotideo (A, T, C, G), 1,5 mM de MgCL; e tampdo da enzima
concentrado 1 X, sendo o volume final de 20 ul completado com agua ultra pura.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador PTC 100 MJ

Research utilizando-se o programa mostrado na tabela abaixo:

30 CICLOS
TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacgéao 95°C Um minuto
Anelamento 60° C 45 segundos

Extensao 72°C um minuto




19

Eletroforese

Apods a amplificagao, as amostra (10ul) foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1,5%. O gel foi corado com brometo de etidio e visualisado em um
transiluminador de luz ultra violeta. Para machos foram visualisadas duas bandas , uma
de 167 pares de base (PB) e outra de 247 PB, e para fémeas apenas uma banda de
247 PB.

Idade dos embrides e fetos

A idade dos embrides e fetos foi estimada baseando-se na férmula
DG=8,4+0.087C+5,46NC, onde DG=dias de gestacdo, C= comprimento do embrido ou
feto, proposta por REXROAD et al. (1974). Os mesmos eram medidos imediatamente

apos retirados do utero.
Processamento da técnica histologica

Tomadas as medidas, as gbnadas dos fetos ou os embrides foram fixados em liquido
de Bouin por 24 horas para estudos em microscopia optica (M.O.)

As gbnadas entéao fixadas, foram medidas no comprimento, altura e largura para
estabelecer o seu volume e logo apéds, retirava-se um fragmento das mesmas para
processamento em técnica histoldgica classica, que consistia em:

a) Desidratagao: deixar os fragmentos por 1 hora em cada frasco contendo
alcool em concentragdes crescentes: 85%, 95%, absoluto |, absoluto II,
absoluto III.

b) Diafanizagao: retiraram-se os fragmentos do ultimo frasco com alcool
absoluto Il e sendo em seguida transferidos para frascos (3) contendo o
solvente xilol por 30 minutos, para permitir a penetragdo da parafina fundida

dentro da pega.
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c) Inclusao: fragmentos do ultimo frasco contendo xilol foram transportados
para recipiente contendo parafina fundida (colocada numa estufa a 56°C). Os
fragmentos foram entdo mergulhados no molde de parafina.

d) Corte: Os cortes foram feitos na espessura de cinco micrébmetros com auxilio
de micrétomo, distendidos em banho-maria, retirados com laminas para M.O.
e colocados em estufa para secagem e fusao da parafina.

e) Coloragao: Os cortes, de pelo menos cinco segdes diferentes, foram corados
com hematoxilina-eosina conforme indicados por MICHALANY (1980).

f) Montagem: Foi feita colocando-se uma gota de Balsamo do Canada sobre o
corte, e posteriormente, uma laminula comprimindo-a de modo a espalhar o

Balsamo de Canada em fina camada entre lamina e laminula.

Os estudos e avaliacbes das laminas foram executados no Laboratério de
Histologia do Nucleo de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), com o objetivo de determinar o inicio de colonizagao
gonadica pelas células germinativas primordiais (CGP) e o numero e didmetro destas
células, das oogbnias, dos odcitos e dos foliculos nos seus varios estadios de
desenvolvimento.

Os cortes histolégicos corados foram analisados em M.O, e fotografados, para
documentagéo,pelo hardware HL image em microcomputador pentium Ill e as imagens

digitalizadas em objetivas de 10 e 40 vezes.

Determinagao do numero e diametro das células

A quantificacdo e determinagdo do didametro das células germinativas foram
feitas por meio do software “HLIMAGE” em microcomputador PENTIUM I1I, 450 MHZ e
monitor SANSUNG SINCMASTER 450b. Como a contagem das células foi feita por
area do ovario, estes valores foram multiplicados pela espessura do corte (5um) para
se obterem valores em um3, sendo entdo transformados em mm?® e, por fim,
multiplicados pelo volume da génada. Como a espessura do corte foi menor que o

didmetro das estruturas medidas, e para evitar duplicidade na contagem dessas em
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cada secao, o diametro das mesmas foi dividido pela espessura do corte, cujo valor
encontrado serviu como divisor do numero total de estruturas do ovario, tendo como
resultado o numero final de estruturas da génada. O volume do ovario foi calculado
baseado na férmula do elipséide por ser a figura que mais se aproxima de sua forma:
Volume = 4/3rabc, onde a= comprimento/2, b= largura/2 e c= altura/2. Além disso, a
partir de + 85 dias apds a fecundagao, deduziu-se a area correspondente a regido da
medular pelo fato de ela estar definida e apresentar estruturas germinativas (Oogonias

e Foliculos) em quantidades minimas, nao participando portanto, como area de célculo.

Analise estatistica

Para os varios tipos de estruturas estudadas ( oogbnias, foliculos primordiais e
foliculos em crescimento) foram estimados os coeficientes de correlagdo de Pearson
entre as variaveis didmetro da oogbnia, do seu nucleo, dos foliculos, dos odcitos e do
nucleo destes, medidos durante o estudo. As comparagdes entre as médias foi feita
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo modelo GLM do pacote estatistico SAS
(1998). Para analisar o diametro destas estruturas utilizou-se o seguinte modelo

matematico:

Yij= m +di+ eij onde:

Y= j-ésima observacéo feita no i-ésimo dia apos a fecundagéo,
M= média geral

di= efeito do i-ésimo dia

ej= residuo.

As células germinativas primordiais e os foliculos antrais ndo participaram destas

analises por apresentarem uma amostragem insuficiente.
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Para comparar a variabilidade entre o numero de células das varias estruturas
estudadas utilizou-se o coeficiente de variagdo (CV %) porque as mesmas foram

colhidas de fetos diferentes e ndo continham o mesmo numero de observagdes.
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Os resultados deste estudo encontram-se nas Tabelas 1 a 10, nos Graficos 1A a

5A e 1B a 5B, e mostrados nas figuras de 1 a 11.

Tabela 1. Valores médios e coeficiente de variagido (entre parénteses) do numero de células germinativas
primordiais, oogonias e foliculos nos varios estagios em relagdo ao periodo apos a fecundagao, em fetos

bovinos da raga Nelore.

DIAS APOS A FECUNDA(;AO
ESTRUTURA 34 40 50 60 75 100 115 140 180 210 240
1331 6455
CGP*
(10,79) (16,35)
. 130471 232319 1259040 2403346 771263 51609
Oogobnias
(29,31) (36,33) (27,21)  (18,34) (70,17) (9,97)
Foliculos 93806 ND** 158465 223643 205505 85460
Primordiais (12,02) (5,87) (22,37) (16,74) (4,37)
Foliculos em 63339 163216 247696 81135
Crescimento. (22,27) (16,44) (24,82) (10,63)
Foliculos 25328 7876 3061
antrais (6,30) (18,22) (43,33)

* Células germinativas primordiais

** Nao determinado.

Formacao e colonizacao da Crista Gonadica .

A crista gonadica foi inicialmente observada em embrides de 12 a 15 mm de

comprimento (29 a 31 dias), conforme se verifica nas figuras1 e 2,



Figura 1. A: Embrido bovino da raga Nelore de 10mm de comprimento (+
27 dias de gestagdo) indicando auséncia de crista gonadica
(setas). ME (mesonefro), MD (mesentério dorsal) . Preparagéao
em HE. A: 12,5x; B: 40x. Indicando (setas) ligeiro espessamento
onde sera formada a crista gonadica. ME (mesonefro).

24
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Figura 2. Embrides bovinos da raca Nelore (A, B) de 12mm (+ 29 dias de gestagéo) e (C, D) de 15mm
(+ 31 dias de gestagao). Setas indicando cristas gonadicas formadas. Nao foram identificadas
células germinativas primordiais (CGP). A, C: 12,5x; B, D: 40x. HE.
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periodo em que nao foram identificadas CGP. Em embrides de 20mm (+34dias), a crista

gonadica ja esta mais expandida e sao identificadas CGP no interior da mesma (fig.3).

Figura 3: Embrido bovino da raga Nelore de 20mm (+ 34 dias de gestagéo). A: Crista gonadica
(setas) 12,5x. B: Crista gonadica 40x. C: Crista gonadica com CGP (setas) 400x. HE.
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Neste periodo foram contadas 1331células. Numero que aumenta para 6455
(figura 4, tabela 1 e grafico 1A) em embrides de 25 a 30 mm (+ 40 dias) onde a gbnada
ja se encontra totalmente formada. O didametro médio das CGP nesta fase é de 8,15um

com o nucleo medindo 5,58um (grafico 1B).

Figura 4: A; B embrido bovino da raga Nelore de 25mm (+ 37 dias de gestagdo). Setas mostram
gbnada formada (A: 12,5x), OV (ovario), ME (mesonefro) e presenga de CGP (B:400x). C;
D embrido de 30mm (+ 40 dias de gestagdo), mostrando (setas) gbnadas (C: 12,5x) e
CGP (D: 400x). HE.



Diametro (micrometros)

Grafico 1A = Numero de Células Germinativas
Primordiais de embrides bovinos da ragca Nelore aos 34 e
40 dias apods a fecundagao.
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Grafico 1B = Diametro médio das Células Germinativas
Primordiais e de seus respectivos nucleos, de embrides
bovinos da raga Nelore.
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Oogénese.
As oogolnias foram encontradas em fetos de 48 a 50 mm (+ 50dias) nas regides
mais profundas do ovario, ndo havendo neste periodo distingado entre as regides cortical

e medular (figura 5A).

Figura 5: A: feto de 45mm (+ 48 dias de gestagao) — 480x. B: feto de 60mm (+ 56 dias de gestagao).
C: feto de 85mm (+ 66 dias de gestacdo)— 400x. Setas indicam presengca de oogbnias em
interfase (A, B) e em mitose formando ninhos (C) — 400x. HE. Fetos bovinos da raga Nelore.
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A tabela 2 apresenta o resultado das meédias observadas das variaveis diametro

da oogobnia e do seu nucleo.

Tabela 2 -Didmetro médio e desvio padrao (entre parénteses) das oogbnias e do seu nucleo em fetos
bovinos da raca Nelore nos varios periodos apos a fecundacao.

Dias apés a NuUmero de células Diametro da oogonia Diametro do nucleo
fecundacao contadas (nm) (um)
50 45 10,66 (0,63)q4 6,63 (0,49)4
60 45 12,22 (0,73)c 7,98 (0,58).
100 45 14,73 (1,07)p 9,19 (0,87)p
140 40 17,32 (1,28), 9,98 (0,80),

a, b, ¢, d médias com letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tokey (P< 0,05)

Nesta fase da oogénese houve um aumento expressivo no numero destas
células atingindo aproximadamente 130471 (tabela 1 e grafico 2A). O didmetro médio

das oogobnias neste periodo € de 10,66um e o nucleo, 6,63um (tabela 2 e grafico 2B).

Grafico 2A = Numero de oogdnias de fetos bovinos da raca
Nelore, nos varios periodos apos a fecundagao.

N° de oogénias

Periodo apos a fecundagao (dias)
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Grafico 2B = Diametro médio das Qogonias e respectivos nucleos, em

fetos bovinos da raca Nelore, nos varios periodos apos a fecundacio.
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Dias apods a fecundagao

Em fetos de 70 mm (+ 60dias), foram identificadas em torno de 232319 oogdnias
(figura 5B) com pequeno aumento no diametro, de acordo com as tabelas 1 e 2 e os
graficos 2A e 2B. Pela Tabela 1 podemos observar o numero de oogbnias nos varios
periodos de gestagao até seu desaparecimento, que ocorre em fetos de + 350 mm (140
dias). Estas células comegam a arranjar-se em ninhos (figura 5C), sendo envolvidas por
células do estroma ovariano. Em fetos de 90 a 100 mm (+ 70 dias), é encontrado
grande numero de oogbnias agrupadas em ninhos (figura 6A) e apresentando

caracteristicas de células em divisao.



Figura 6:

A: feto de 100mm (£ 71 dias de gestacdo). B: feto de 140mm (+ 85 dias de gestagao).
Setas indicam ninhos de oogdnias (A) e oocitos em meiose contornados por células

foliculares (B) — 400x. HE. Fetos bovinos da raga Nelore.
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Em fetos de 110 mm (= 75 dias) foram encontradas 1259040 ooglnias com
aumento significativo no seu didmetro. Numero que aumenta ainda mais em fetos de
180 a 200 mm (100 dias), atingindo o maximo de 2403346 (tabela 1, grafico 2A) e
didmetro médio de 14,73 (tabela 2, grafico 2B). Além disso, em fetos de 140 a 150 mm
(= 85 dias), odcitos em divisdo meidtica sdo contornados por células foliculares
iniciando a formacéo dos foliculos primordiais (figura 6B). Neste periodo comeca a
distincdo entre as regides cortical e medular, com esta ultima praticamente n&o
apresentando células germinativas. Em fetos com mais de 200 mm (acima de 100dias)
ha uma diminui¢cdo drastica no numero de oogdnias, conforme mostra a tabela 1 e o
grafico 2A atingindo a quantidade de 771263 células em fetos de 240 a 250 mm (+
115dias) e diminuindo ainda mais em fetos de 350mm (+ 140dias), atingindo neste
periodo o numero de 51609 oogbnias,ndo sendo mais observadas a partir dai.

Os coeficientes de correlagcao de Pearson entre as variaveis didmetro da oogbnia
(y1) e didmetro do nucleo (y2) apresentaram valor de 0,8917 portanto correlagdo positiva
e altamente significativa (p<0,01). Os resultados da analise de variancia estdo contidos

na tabela 3.

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia dos didmetros das oogénias (DO) e do nucleo (DN) de
embrides e fetos bovinos da raga Nelore.

FONTES DE VARIACAO GL DO DN
Periodo apds a fecundagao 3 361,6943** 91,8437**
Residuo 171 0,9156 0,5973
Total 174

** P< 0,01 CV=7,0186 CV=8,3909
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FORMAGAO FOLICULAR

Foliculos primordiais

Odcitos em meiose sendo contornados por células foliculares planas (figura 7)
foram primeiro observadas em fetos de mais ou menos 140 mm (85dias), conforme
mostra a fig.6B. Em fetos de 170mm (+ 94dias), ja estao totalmente formados, sendo
encontrados principalmente nas regides mais profundas do cértex ovariano (figuras 7A,
7C). Em fetos de 190mm (+ 100 dias) foram encontrados 93806 foliculos com diametro
médio de 35,6um, odcitos com 18,9 um e nucleo com 10,8 um ( tabelas 1 e 5, figura 7B,
graficos 3A e 3B). A tabela 1 mostra o numero de foliculos primordiais, do seu inicio de
formacgao até préximo ao final da gestacao, enquanto a tabela 5 evidencia nao s6 o seu
didmetro, mas também do odcito e do nucleo.

Figura 7: Foliculos primordiais com odcitos em varias fases (setas)
da profase meiotica. Observar as células foliculares
planas contornando os odcitos (seta vermelha). A, C:
fetos de 170mm (+ 94 dias de gestagdo). B: feto de
200mm (+ 103 dias de gestagao). D: feto de 260mm (+
119 dias de gestacdo). HE. 400x em fetos bovinos raca
Nelore.



Grafico 3A. Numero de foliculos primordiais de fetos
bovinos da raga Nelore, nos varios periodos apods a
fecundagao.
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Grafico 3B. Diametro médio dos foliculos primordiais e
de seus respectivos ooécitos e nucleos, de fetos
bovinos da raca Nelore, nos varios periodos apés a
fecundacao.
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Em fetos de 340 a 350 mm (+ 140dias), foliculos primordiais aumentaram em
numero e diametro (tabelas 1 e 5 e graficos 3A e 3B), chegando a alcangar a casa dos
158465 com diametro médio de 39,6um, 23,3um e 12,8um para os foliculos primordiais,
oocito e nucleo, respectivamente. Em fetos de 520 a 530mm (+ 180dias) alcangcaram o
numero de 223643 foliculos primordiais apresentando também um pequeno aumento de
didmetro (39,4um, 24,0um, e 13,6um), conforme mostram as tabelas 1 € 5 e os graficos
3A e 3B. . Nesta fase os foliculos primordiais somente foram localizados na regiao
cortical da gbnada com alguns apresentando células foliculares planas e cubicas
(figuras 8A, 8B ), indicando ativacao folicular. No ultimo terco da gestagéo, em fetos a
partir de 700 mm (+210dias), seu numero comega a cair (205505) e atinge numeros
finais em fetos de 750 a 800 mm (85460), conforme pode ser visto na tabela1 e graficos
3A e 3B, com ligeiro declinio no seu diametro (tabela 5). Nesta fase, foram encontrados
exclusivamente na periferia do cértex ovariano.

As médias observadas das variaveis diametro dos foliculos, do seu odcito e do

respectivo nucleo sao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Diametro dos foliculos primordiais, do seu odécito e do nucleo (desvio padrdo entre
parénteses) de fetos bovinos da raga Nelore nos varios periodos apds a fecundagao

Dias apés a Numero de Diametro do  Diametro do Diametro do
fecundacao células foliculo oocito nucleo
medidas (um) (um) (nm)
100 44 35,63(6,64)b 18,95(3,49)b 10,87(1,60)c
140 45 39,64(3,61)a 23,37(3,34)a 12,82(2,16)a
180 30 39,42(7,15)a 24,03(6,14)a 13,65(2,21)a
210 30 35,64(2,35)b 20,05(0,96)b 12,68(0,96)ab
240 31 35,38(2,26)b 19,37(1,60)b 11,55(1,20)ac

a, b, c médias com letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey

(p<0,05)

Os coeficientes de correlagao de Pearson entre as variaveis didametro do foliculo

primordial (y1), didmetro do odcito (y2 ) e do nucleo (y3) sao positivos e altamente

significativos sendo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 — Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as variaveis didmetro do foliculo primordial
(y1),diametro do odcito (y2 ) e do nuicleo (y3) em fetos bovinos da raga Nelore.

Y2 Y3
Y1 0,7598** 0,5693**
Y2 0,7005**

Y3

Correlagéo positiva e significativa (P<0,01)

A tabela 6 mostra o resultado da analise de varidncia dos didmetros do foliculo

primordial do seu odécito e do nucleo deste.

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia dos didmetros do foliculo primordial (DF), do seu odcito (DO)
e do nucleo (DN) de fetos bovinos da raga Nelore.

Fontes de variagao GL DF DO DN
Periodo apds 4 176,1660**  204,4940**  44,3705*
fecundacao
Residuo 175 24,4246 12,6829 3,0227
Total 179
** P<0,01 Cv=13,27 CV=16,82 Cv=14,19

Foliculos em crescimento

As médias observadas das variaveis didmetro dos foliculos em crescimento, do

seu o0cito e respectivos nucleos sdo apresentados na tabela 7.



38

Tabela 7 — Didmetro do foliculo em crescimento, do seu odcito e do nucleo (desvio padrdo entre
parénteses), de fetos bovinos da raga Nelore nos varios periodos ap6s a fecundagao.

Periodo apés N(lrpero de Diémgtro do Diém'et_ro do Dién]etro do

a fecundagao n(izldul Ic?ass fo(lilfr:‘)lo o(c:lcr:rl]t)o nz;ucr:]e)o
140 44 46,22(4,59)a 26,60(2,71)a 14,19(1,51)a
180 30 45,37(4,67)a 25,90(2,69)a 13,72(0,98)a
210 28 45,35(4,90)a 24,84(2,62)b 13,80(1,01)a
240 31 45,71(5,04)a 26,55(2,75)ab 13,83(0,90)a

a,b médias com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste

de Tukey (p< 0,05)

Foliculos primarios (com uma unica camada de células foliculares cubicas) e
foliculos secundarios (mais de uma camada de células foliculares cubicas, sem indicio
de formacéo do antro), sdo aqui denominados foliculos em crescimento. Estes tipos de
foliculos foram primeiramente encontrados nas camadas profundas do cértex ovariano
em fetos de 350mm em numero de 63339 com didametro de 46,2um, 26,6um e 14,2um
dos foliculos, odcito e nucleo, conforme mostram as tabelas 1 e 9, os graficos 4A e 4B.
Aumentaram em numero nos fetos de 520 a 530mm (+ 180 dias) atingindo a marca de
163216 foliculos (tabela 1) e, segundo as figuras 8C, 9A e 9B, surgiram os primeiros
sinais de formacdo da zona pelucida. Em fetos a partir de 700mm (+ 210 dias)
continuaram a aumentar ao contrario do que ocorre com os foliculos primordiais,
alcangando o numero de 247696 foliculos para entdo reduzirem seu numero em fetos
de 750 a 800mm (+ 240dias), para 81135 foliculos. O didmetro dos foliculos em
crescimento, a excecdao do didmetro do seu obécito que apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os periodos de 140 e 210 dias ap6s a fecundacéo,
e do nucleo, nao apresenta modificagdes significativas nas varias fases, de acordo com
a tabela 9 e grafico 4B. Nas duas ultimas fases estes foliculos foram encontrados na

camada intermediaria do cortex ovariano.
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Figura 8: A; B: fetos bovinos da raga Nelore de 525mm (+ 179 dias de gestagao), foliculos primordiais
com oocitos em estagio dictioteno e células foliculares passando da forma plana para a
cubica. C: feto bovino da raga Nelore de 520mm (+ 178 dias de gestacao), foliculo primario

com oocito em estagio dictidteno, mostrando inicio da formagao da zona peltcida. HE. 400x.
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Figura 9:

A, B: Fetos bovinos da raga Nelore de 590mm (+ 192 dias de gestagéo). A: foliculos
primarios, com uma camada de células foliculares cubicas e inicio de formagédo da zona
pelucida (setas). B: foliculo com mais de uma camada de células cubicas, evidenciando o
limite entre o epitélio folicular e o estroma ovariano e inicio da formagéo do antro (A, B
setas). HE. 400x.
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Grafico 4A. Numero de foliculos em crescimento, de fetos
bovinos da ragca Nelore, nos varios periodos apé6s a
fecundacao.
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Os coeficientes de correlagao de Pearson entre as variaveis diametro do foliculo
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Grafico 4B. Diametro médio dos foliculos em
crescimento e de seus respectivos oécitos e nucleos, de
fetos bovinos da raca Nelore, nos varios periodos apés a
fecundacao.
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Tabela 8 — Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as variaveis didmetro do foliculo em crescimento
(y1), didmetro do odcito (y2) e do nucleo (y3) dos foliculos em crescimento de fetos bovinos
da raca Nelore.

Y1 Y2 Y3
Y1 0,5402** 0,3054**
Y2 0,4070**

Y3

** correlagao positiva e significativa (P<0,01)

A tabela 9 mostra o resultado da analise de variancia para os didmetros do foliculo em

crescimento, do seu odcito e respectivo nucleo.

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia para os diametros do foliculo em crescimento (DF), do seu
oocito (DO) e do nucleo (DN) em fetos bovinos da raga Nelore.

Fontes de variagao GL DF DO DN
Periodo apés a fecundagao 3 6,1835ns 20,7977* 1,6634ns
Residuo 129 22,8868 7,2804 1,3867
Total 132

CV=10,46 CVv=10,35 CV=8,45

Foliculos antrais

Nesta categoria foram incluidos foliculos secundarios com evidéncias de
formacao do antro e foliculos com antro totalmente formado (foliculo terciario).

Os primeiros foliculos antrais foram encontrados nas regides mais profundas do
cértex ovariano em fetos de 520 a 530 mm (+ 180dias ). Nesta fase alguns foliculos

apresentaram zona pelucida e antro em formacao (figuras 9B,10A, 10B e 10C), outros,
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zona pelucida totalmente formada e odcitos circundados pelas células do cumulus
oophorus (fig.10C ). Neste periodo foram encontrados cerca de 25.328 foliculos
(tabela1 e grafico 5A). O didametro dos mesmos, bem como os dos odécitos e respectivos

nucleos estao contidos na tabela 13 (ver também grafico 5B).

g
Figura 10: A, B, C: Fetos bovinos da raga Nelore de 555mm (+ 184 dias de gestacéo). A, B:
foliculos com varias camadas de células cubicas, antro em formagéo e zona pelucida

evidente (setas). C: antro formado (an) e odcito contornado por nitida zona pelucida
(setas). HE. 400x.
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Estes foliculos diminuem em numero em fetos acima de 700mm conforme
mostram a tabela 1 e o grafico 5A, e aumentam significativamente seu didmetro, assim
como o do odcito e do respectivo nucleo (tabela10, figura 11, grafico 5B). No final da
gestacdo sdo encontrados foliculos com sinais de possivel atresia conforme mostra a
figura 11C.

Figura 11: A, B: fetos de 690mm (+ 211 dias de gestagao), com antro amplo (an), odcito
circundado pela zona pelucida e varias camadas de células do cumulus
oophorus (seta). C: feto de 750mm (+ 240 dias de gestagdo), grandes
foliculos antrais (setas). HE. 400x.
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Grafico 5A. Numero de foliculos antrais, de fetos bovinos da
raca Nelore, nos varios periodos apés a fecundagao.
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Grafico 5B. Diametro médio dos foliculos antrais e de seus
respectivos oocitos e nucleos, de fetos bovinos da raga
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Tabela 10 — Diadmetro médio dos foliculos antrais, do seu odcito e nucleo (desvio padrdo entre
parénteses), de fetos bovinos da ragca Nelore nos varios periodos apos a fecundagéo.

Periodo apés a Diametro dos Diametro dos Diametro dos
fecundacao foliculos oocitos nucleos
(dias) (nm) (um) (nm)
180 96,92 (31,07) 41,52 (6,81) 22,51 (2,97)
210 742,00 (402,53) 95,81 (18,430) 50,63 (14,56)

240 1331,43 (567,43) 107,65 (14,41)

87,40 (15,16)
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V. DISCUSSAO

Os embrides e fetos bovinos da raga Nelore foram retirados do utero materno
logo apds o abate das fémeas e medidos em sentido cranio-caudal para calculo da sua
idade. Na fase final do periodo pré-natal, o comprimento fetal aplicado a formula
proposta por REXROAD et al. (1974) mostrou idade gestacional inferior a esperada em
funcdo das caracteristicas apresentadas pelas fémeas antes do abate, diferencas
atribuidas ao menor comprimento dos fetos zebuinos em relacdo aos fetos taurinos.
Estas observagbes estdo de acordo com as feitas por MBASSA (1989) quando
considerou que o surgimento precoce de foliculos antrais em fetos zebuinos poderia ser
consequéncia do menor comprimento destes, em relagao aos fetos taurinos.

A formacdo dos ovarios em embrides e fetos da ragca Nelore ocorre de forma
muito parecida a de embrides e fetos taurinos e também a de outros mamiferos,
especialmente camundongos, suinos, ovinos e na propria espécie humana. As génadas
aparecem junto ao mesonefro, confirmando observagbes feitas por varios autores
(MATSCHKE & ERICKSON 1969, PELLINIEMI 1976, MACKAY 2000, MCLAREN 2000)

Neste estudo, a crista gonadica foi observada pela primeira vez em embrides de
12 a 15mm de comprimento (+ 29 a 31 dias) ratificando resultados de varios trabalhos
nao s6 em fetos de bovinos, mas também em outros mamiferos (ERICKSON, 1966,
GROPP & OHNO, 1966, MATSCHKE & ERICKSON, 1969, WROBEL & SUB, 1998). No
entanto, estes dados ndo confirmam as informagées de FUJIMOTO et al. (1977) e
NODEN & DE LAHUNTA (1990) quando indicaram que nas varias espécies de
mamiferos a crista gonadica iniciava-se em embrides de 9 a 10mm (+ 27 dias),
provavelmente pelo fato de os autores terem estudado fetos de ambos os sexos, ja que
ha indicios apontando para maior precocidade em fetos masculinos.

Apesar de a crista gonadica ter se formado antes, CGP foram encontradas
somente em embrides de 20 mm (+ 34 dias), confirmando estudos de SHIM &
ANDERSON (1998), quando afirmaram que, em periodo correspondente, as CGP
podiam ser identificadas por suas caracteristicas morfolégicas em camundongos, ratos,
coelhos, bovinos e humanos. Tal fato foi também verificado neste estudo ao observar

as seguintes caracteristicas: Células grandes, arredondadas, com muito citoplasma que
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se cora pouco, bem delimitado de outros tipos celulares, nucleo grande, redondo e
localizado no centro da célula.

Nesta fase foram observadas 1331 células, constituindo um numero semelhante
ao encontrado em embrides humanos de cinco semanas (1000 a 2000 ) conforme
citado por BAKER (1966), BYSKOV (1982), FUJIMOTO et al (1985) e GODIN et al
(1990). Em embrides de 25 a 30mm (+ 40 dias) a gbnada, onde foram encontradas
6455 CGP neste periodo, esta completamente formada. Este numero foi bem diferente
dos citados por MINTZ (1959) em camundongos, porém semelhante aos de WROBEL &
SUB (1998) quando afirmaram que aos 32 dias a crista gonadica expandia-se
rapidamente formando a gbnada indiferenciada, em forma de fuso, fixa a regido do
mesonefro por zona de ligagdo abrangente. Nesta zona, mais tarde, a ligacdo se
diferenciava em pedunculo caudal, o que, de acordo com a figura 4A foi observado
neste estudo, que também concorda com os resultados obtidos por JOST & PREPIN
(1966) e ERICKSON (1966) quanto a afirmacao de que a diferenciagdo sexual ocorria
aos 40 dias, periodo em que a gbnada esta completamente formada e a albuginia podia
ser observada na gbnada masculina.

Em fetos de 48 a 50 mm (£ 50 dias) surgiram as primeiras oogonias identificadas,
devido ao seu grande tamanho e a forma esférica com o nucleo contendo filamentos
finos e dois ou mais nucléolos proeminentes, como definido por BEAUMONT & MANDL
(1962). O surgimento das oogbnias, que estavam mais concentradas na regido mais
profunda da gonada (OHNO & SMITH,1964), foi associado com um aumento expressivo
no numero destas células, o que foi confirmado neste estudo e nos trabalhos descritos
por PETERS (1970), MOUSTAFA & HAFEZ (1971) e MEDEIROS E YAMAMOTO
(1998).

Em fetos de 70 mm (+ 60 dias) as oogbnias aumentam em numero e didmetro
(tabelas 1 e 2) e comegam a agrupar-se em ninhos, fato também observado por
GONDOS et al. (1971), MEDEIROS & YAMAMOTO (1998), com a afirmacgao de que a
posterior fragmentacdo destes ninhos ou aglomerados celulares dava origem aos
foliculos primordiais. Estas células dispostas em ninhos passam por um grande
aumento em seu numero, a partir de fetos de 100 mm (+ 70dias) atingindo seu ponto

maximo nos de 180 a 200mm (+ 100 dias), o que corrobora as afirmativas de PETERS
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(1970) e MOUSTAFA & HAFEZ (1971). No entanto, ERICKSON (1966) afirmou também
que as oogobnias sofriam um grande aumento refletido por divisao mitotica a partir de 50
dias atingindo o ponto maximo aos 110 dias e caindo abruptamente a partir dai, fato
com que concordamos e pudemos comprovar neste estudo, apesar da diferenca em
alguns dias mais tarde (+ 115 dias ou fetos de 240 a 250 mm). A mitose destas células
continuou até os noventa dias caindo drasticamente a partir dai, conforme relatado por
MEDEIROS & YAMAMOTO (1998) em concordancia com BEUMONT & MANDL (1962),
em estudos com ratos e ERICKSON (1966), com bovinos, esta queda no numero de
oogobnias se deu tanto por atresia como por apoptose. Os dados deste estudo apontam
para uma grande redu¢ao do numero de oogbnias proximo ao periodo de formacao de
foliculos primordiais indicando que o inicio da meiose e, portanto, o surgimento de
o0citos séo estadios altamente frageis no desenvolvimento destas células.

De acordo com PETERS (1970), a oogénese, isto €, a transformacéo da oogénia
em odcitos ocorreu em certo tempo durante o desenvolvimento do animal. Seu inicio e
final, aconteceram inteiramente dentro do periodo fetal (camundongos, bovinos, suinos,
ovinos e homem), inteiramente dentro do periodo neonatal (coelhos, furdo e hamster
dourado) ou comecaram no feto e terminaram durante o periodo neonatal (gato). Em
geral, pode-se afirmar que a oogénese € limitada a um periodo bem definido na vida do
animal, fato também enfatizado por este estudo ao mostrar que a oogénese em bovinos
da raca Nelore aconteceu totalmente dentro do periodo fetal seguindo o mesmo perfil
de desenvolvimento de bovinos de racas européias e de varias outras espécies de
mamiferos

Procurou-se mostrar também que, durante o periodo em que as oogbnias estao
agrupadas em ninhos, elas sdo contornadas por células cubicas que passam para
planas quando o foliculo primordial comecga a se formar. No entanto, estas observagdes
nao foram citadas na literatura consultada indicando a necessidade de um maior
aprofundamento em estudos visando a sua confirmacgéo.

Em fetos de 180 a 200mm (+ 100 dias) os foliculos primordiais estao totalmente
formados, concordando com GROPP & OHNO (1966), principalmente por afirmarem
que o surgimento destes foliculos se dava primeiro nas camadas mais profundas da
zona cortical. Também MOUSTAFA & HAFEZ (1971) encontraram foliculos primordiais
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sendo formados em fetos bovinos de trés meses de idade, apesar da afirmacéo de que
grande numero destes foliculos somente foram observados a partir de 175 dias. Mais
tarde, no desenvolvimento, varios foliculos primordiais, antes contornados somente por
células foliculares planas, apresentaram algumas células cubicas em seu contorno
juntamente com outras células foliculares planas, indicando que estes foliculos, por
processos ainda desconhecidos, foram ativados para iniciar seu desenvolvimento e se
transformarem em foliculos primarios. O destino final desses foliculos primordiais que
iniciaram seu desenvolvimento foi 0 seu desaparecimento por atresia ou apoptose como
ocorreu também com as oogoénias. Entretanto, nossas observacdes diferem das
afirmativas de ORTIZ (1945) e ERICKSON (1966), que mostraram a formacado dos
foliculos primordiais em bovinos, ocorrendo entre 160 e 170 dias apds fecundacéo.

Além disso, encontrou-se também, resultados diferentes dos mostrados por
MBASSA (1989) quando afirmou que os foliculos primordiais em fetos de ragas
zebuinas eram formados quando estavam com 60 a 80 mm (+ 60 dias) e por
MEDEIROS & YAMAMOTO (1998) quando afirmaram que, em fetos humanos, os
foliculos primordiais se formariam entre a 8% e 10® semana, ocorrendo uma perda
macica destes foliculos a partir da 22 metade da gestagéo. Verificamos um aumento dos
foliculos primordiais a partir de 100 dias, com estes atingindo numero maximo aos 180
dias, e iniciando a redugao do seu numero a partir de 210 dias, para finalmente alcangar
numeros finais aos 240 dias. Estes foliculos primordiais, resultantes do grande consumo
que ocorreu neste periodo, formarao a populagado de foliculos primordiais contidos no
ovario apos o nascimento.

Nossos resultados contrastaram também com os de ORTIZ (1945), quando
afirmou que foliculos primarios de fetos bovinos foram observados aos 170 dias, ja que
estes foliculos foram detectados em fetos de 350mm (+ 140 dias) atingindo numero
maximo aos 210 dias (fetos de + 700mm) e caindo abruptamente aos 240 dias (fetos
de + 800mm ).

Foliculos antrais foram observados neste estudo em fetos de 520 a 530 mm (+
180 dias) portanto, diferentes de resultados de ERICKSON (1966), que mostrou o
aparecimento desses foliculos a partir de 250 dias e também dos encontrados por

JOST et al. (1972) indicando o seu aparecimento aos 200 dias.
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Toda populagdo de foliculos que iniciou seu desenvolvimento (foliculos
primordiais contornados por células planas e cubicas, foliculos primarios, em
crescimento e antrais), sera consumida por atresia e provavelmente por apoptose,
ainda dentro do periodo fetal ou no inicio da fase neonatal.

O didametro médio das oogbnias e dos seus respectivos nucleos apresentou
correlagao positiva e altamente significativa em todo o periodo estudado. Além disso,
quando comparados, os didmetros médios das oogbnias e dos seus nucleos em
diferentes periodos apresentaram diferengas significativas. Estes dados indicaram que
essas células apresentaram um aumento continuo de didmetro até serem todas
transformadas em odcitos ou serem consumidas por atresia e apoptose aos 140 dias
apos a fecundagao, como afirmaram também MEDEIROS & YAMAMOTO (1998).

O didmetro médio dos foliculos primordiais, dos seus od6citos e dos respectivos
nucleos também apresentou correlagéo positiva e altamente significativa entre si. Além
de diferengas estatisticamente significativas ao se compararem seus didmetros aos 100
dias com os diametros aos 140, 180 e 240 dias, respectivamente, embora ao se
compararem os seus didmetros aos 100, 210 e 240 dias as diferengas n&o fossem
significativas pelo teste de Tukey. Isto indica que os foliculos primordiais com seus
oocitos e nucleos, tenderam a aumentar de didametro a partir do surgimento aos 100
dias apds fecundagdo, reduzindo-se proximo ao final da gestacdo (+ 240 dias),
aproximando-se neste periodo a valores aos 100 dias. A provavel causa dessa reducao
de didametro se deve ao fato de que aos 240 dias os foliculos restantes, provavelmente
serdao aqueles em estadio dictidteno e que permanecem no ovario apos 0 nascimento,
compondo a populagdo de foliculos primordiais da fémea até a puberdade, como
sugerido por MEDEIROS & YAMAMOTO (1998). Os que apresentaram maior diametro
(140, 180 dias ap6s a fecundagao respectivamente) atingiram fases mais adiantadas do
desenvolvimento para entdo, serem consumidos durante a fase fetal ou logo apés o
nascimento.

Ja o didmetro médio dos foliculos em crescimento mostrou correlagao positiva e
altamente significativa (P<0,01) entre si, do seu odcito e respectivo nucleo, embora, ndo
sofresse variagbes nos periodos estudados, ja que nao apresentou diferencas

significativas (p<0,01). Entretanto, os odcitos dos foliculos em crescimento mostraram
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diferencas significativas (p<0,05), quando se compararam seus diametros aos 140 e
210 dias. Provavelmente, isso ocorreu porque estes foliculos, contendo odcitos de 210
dias, ja estariam em processo de atresia ou degeneragao, enquanto os que estavam em
periodos superiores aos 210 dias evoluiriam para foliculos antrais ou entrariam em
atresia somente apds o0 nascimento. Estas observacbes coadunam-se com as
encontradas por PETERS (1970), em varias espécies de mamiferos.

Finalmente, foi observado neste trabalho, a alta correlagdo positiva entre o
diametro dos varios tipos de estruturas (oogbnias e respectivos nucleos, foliculos
primordiais e foliculos em crescimento, seus odécitos e respectivos nucleos). Mostrou
também que o aumento do didmetro da oogbnia vem acompanhado do aumento do
diametro do seu nucleo em todos os periodos estudados, 0 mesmo acontecendo com o
desenvolvimento folicular que foi acompanhado pelo desenvolvimento do odcito e
respectivo nucleo até atingir o estagio dictidteno ou ser consumido por atresia ou

apoptose.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos levam a algumas indicagdes:

A formacgéao gonadica em fetos da subespécie Bos taurus indicus, da raga Nelore
ocorreu em periodos semelhantes aos da subespécie Bos taurus taurus, e a técnia
histologica de rotina € suficiente para mostrar o inicio do desenvolvimento da crista
gonadica a partir de 29 dias, e a identificagdo de CGP aos 34 dias apds a fecundagéo.

Aos 40 dias a gbnada ja estava totalmente formada e podia ser diferenciada
microscopicamente pela presenca da albuginea em embrides do sexo masculino e a
partir deste periodo, as oogbnias que migravam para a génada multiplicavam-se
ativamente por mitose.

Foliculos primordiais foram encontrados em fetos bovinos da raga Nelore a partir
de 160mm de comprimento (+ 95 dias) nas regides mais profundas do cortex ovariano.

Foliculos em crescimento foram encontrados em fetos bovinos da raga Nelore a
partir de 350 mm (+ 140 dias).

Foliculos antrais apareceram inicialmente em fetos bovinos da raca Nelore, de
aproximadamente 520 mm (+ 180 dias).

Apesar de a oogénese ter o inicio e a duragdo semelhantes, a raca Nelore,
diferentemente das racas taurinas, tem como caracteristica a antecipacdo do

surgimento da foliculogénese.
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