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Resumo

Neste trabalho foram utilizadas 36 amostras de ovarios de fetos fémeas (com trés a oito meses de gestacdo)
daraga Nelore (Bos taurus indicus) separados em seis grupos com seis amostras cada. Para as andlises histologicas
e morfométricas, os ovarios foram processados em resina paraplast e submetidos a coloragdo com Hematoxilina
e Eosina. Foram analisadas as estruturas histologicas presentes nos diferentes estagios fetais e efetuadas
mensuragdes dos didmetros maximo e minimo, perimetro e area dos foliculos primordiais, primarios e pré-antrais.
Concluiu-se que: 1 —nos fetos a partir de trés meses de gestagdo, os ovarios apresentaram foliculos primordiais,
2 —apartir dos quatro meses de gestacdo, os ovarios ja continham foliculos primarios, 3 — os foliculos pré-antrais
e antrais surgiram nos ovarios de fetos a partir de seis meses de gestacdo, 4 — as maiores médias foram obtidas
aos sete meses de gestag@o para foliculos primordiais e pré-antrais, tornando a decair aos oito meses.

Unitermos: bovinos, fetos, histologia, morfometria, ovarios

Abstract

Follicular development in ovaries of zebu fetuses (Bos taurus indicus). In this study we utilized 36
samples from the ovaries of female fetuses (with three to eight months’ gestation) of the Nelore breed of zebus
(Bos taurus indicus) in six separate groups with six samples each. For the histological and morphometric
analysis, the ovaries were processed with paraplast and stained with Hematoxylin and Eosin. We analyzed the
histological structures in different fetal stages, and measurements were taken of the maximum and minimum
diameter, perimeter and area of primordial, primary and pre-antral follicles. It was concluded that: 1 — in fetuses
with three months of pregnancy, the ovaries had primary follicles, 2 — from four months of pregnancy, the ovaries
already contained primary follicles, 3 — the pre-antral and antral follicles emerged in ovaries of fetuses from
six months of pregnancy, 4 — the highest averages for primordial and pre-antral follicles were obtained at seven
months of pregnancy, returning to decline at eight months.
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Introducgao

As variagdes morfoldgicas que as estruturas dos
orgaos reprodutores sofrem nos diferentes estagios
fetais, merecem um estudo mais detalhado, sobretudo
para se compreender melhor os mecanismos que
controlam o seu desenvolvimento, ja que os estudos
morfoldgicos do aparelho reprodutor feminino sao,
em grande parte, realizados em bovinos adultos ou
em crescimento (Diniz et al., 2005).

Os raros estudos em fetos sdo feitos em
racas européias (Diniz et al., 2005), portanto,
neste trabalho, objetivou-se contribuir com dados
quantitativos, sobre o desenvolvimento pré-natal
de ovarios de fetos zebuinos para tentar verificar
o periodo de surgimento dos foliculos ovarianos e
seus estagios de crescimento.

Diniz et al. (2005) relataram em fetos da raga
Nelore que os foliculos primordiais, em crescimento
e antrais surgem aproximadamente, aos 95, 140 e
180 dias de gestacdo e Mbassa (1989) por sua vez,
afirmou que em fetos zebuinos, os foliculos primordiais
sdo formados a partir de 60 dias pds-coito e pouco antes
dos quatro meses os foliculos primarios ja estavam
presentes no cortex ovariano. Estes fatos revelam a
antecipac¢do do surgimento da foliculogénese em
fetos zebus em relagdo as ragas européias.

Em vérias espécies de mamiferos, os odcitos
e foliculos primordiais, apresentam nimero
reduzido, principalmente a partir da segunda
metade da gestacdo (Motta e Makabe, 1986).
Foliculos em crescimento (pré-antrais e antrais)
também sofrem perda continua no final da gestacio
ou mesmo logo apds o nascimento (Mc Natty et al.,
1987; Hopper et al., 1993; Erickson, 1966) que seriam
conseqiiéncia dos mecanismos de atresia folicular
(Mclaren, 2000).

Isto posto, justifica-se a difusdo do uso de analises
morfométricas, como métodos quantitativos de grande
valia, para se estudar o desenvolvimento morfoldgico de
varias estruturas e mesmo de 6rgios em formacao.
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Material e Métodos

Para esta pesquisa foram utilizadas 36 amostras
de ovarios de fetos fémeas da raca Nelore (Bos taurus
indicus) coletados no frigorifico de Aragatuba, separados
em 6 grupos com seis amostras cada um: 1° grupo — fetos
com aproximadamente trés meses de gestac¢do, 2° grupo —
fetos com quatro meses de gestacdo, 3° grupo — fetos com
cinco meses de gestacao, 4° grupo — fetos com seis meses
de gestagdo, 5° grupo — fetos com sete meses de gestacao
e 6° grupo — fetos com oito meses de gestac@o. As idades
dos fetos foram avaliadas conforme a tabela de Crown-
Rump (Richardson et al., 1990). Com a finalidade de se
realizar as analises histoldgica e morfométrica, foram
coletados os ovarios inteiros que foram fixados em solugéo
tamponada a 5% de paraformaldeido por 24h, ap6s o qual
foi retirado apenas um fragmento em corte longitudinal de
aproximadamente 3mm de espessura para processamento
em técnica histologica com resina paraplast. Os cortes
histologicos de aproximadamente Spum de espessura
foram posteriormente submetidos a coloragdo com
Hematoxilina e Eosina para serem examinados ao
microscopio de luz Olympus CBA. Foram analisadas
as estruturas histolégicas pertinentes a cada periodo
de gestac@o. Para a histomorfometria foram efetuadas
mensuragdes dos foliculos primordiais, primarios (ou
unilaminares) e pré-antrais (ou multilaminares) sendo
elas, didmetros maximo e minimo, perimetro e area (10
amostras para cada tipo folicular, quando existentes). Para
esse fim utilizou-se um programa de analises de imagens
para histomorfometria, o Image J ¢ os dados obtidos,
submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas
por meio do teste de Tukey, consideradas significativas
quando P < 0,05. As analises estatisticas foram efetuadas
com o programa computacional SAS (Statistical Analysis
System) versdo 8.2.

Resultados

Histolégicos

Nos diferentes periodos de gestacdo os ovarios
estavam revestidos por epitélio simples cubico, as
vezes com areas de epitélio simples pavimentoso e logo
abaixo tinica albuginea de tecido conjuntivo denso. Os
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fetos com trés meses de gestacdo apresentaram cortex
ovariano com grande quantidade de foliculos primordiais
localizados profundamente proximos a medula e
alguns foliculos transicionais (odcitos envolvidos por
células pavimentosas e ctibicas). Aproximadamente aos
quatro meses de gestacdo, surgiram foliculos primarios
localizados profundamente (Figura la) e alguns mais
superficialmente no cortex ovariano.

No periodo fetal correspondente a cinco meses de
gestacdo, os foliculos primordiais e primarios estavam
localizados logo abaixo da capsula epitelial que reveste
o0 orgdo externamente. A regido medular, nesses periodos
de gestagcdo, manteve o mesmo padrdo histologico
encontrado nos fetos com trés a quatro meses, mal
delimitada do coértex, formada por tecido conjuntivo
denso e fibras colagenas dispostas em arranjos

concéntricos e presenca discreta de vasos sanguineos
de pequeno calibre.

Rl ) # e
FIGURA 1: Fotomicrografia de ovario. 1a— Feto com quatro meses
de gestagdo. Cortex (c). Foliculos primarios (seta).
Medula (m). Hematoxilina e Eosina. 40X. 1b — Feto
com seis meses de gesta¢do. Foliculo antral (seta).
Hematoxilina e Eosina. 40X.
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A partir dos seis meses de gestagdo, surgiram no
cortex ovariano, foliculos pré-antrais, antrais e atrésicos
cujas caracteristicas principais sdo desprendimento das
células da granulosa da membrana basal ¢ morte do
odcito. Os foliculos pré-antrais estavam localizados
na parte intermediaria e superficial do cortex ovariano
e no 6° més ja se pode constatar odcitos rodeados por
zona pelucida (Figura 1b). A regido medular estava bem
delimitada da cortical, formada por tecido conjuntivo
denso com areas de tecido conjuntivo frouxo e pequenos
vasos sanguineos.

Morfométricos

Com observacdo nas Tabelas 1, 2 e 3, constatou-se
que ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre as medidas dos foliculos, comparando-se os
diametros dos foliculos primordiais, primarios e pré-
antrais respectivamente com excegdo para o feto de
sete meses de gestagdo. Neste periodo as médias foram
mais elevadas para os foliculos primordiais, ocorrendo
decréscimo das mesmas para os fetos no 8° més, voltando
aos parametros correspondentes aos fetos de trés a seis
meses de gestacdo (Tabela 1).

As mensuracdes dos foliculos pré-antrais atingiram
0 apice no periodo gestacional de sete meses e
apresentaram queda nos fetos com oito meses de
gestacdo. As medidas para este periodo (oito meses)
foram menores que as medidas relativas aos fetos com
seis meses de gestagdo (Tabela 3).

A Tabela 4 e a Figura 2 mostram os valores dos
diferentes tipos de foliculos ovarianos, comparando-se
fetos nos periodos de seis a oito meses de gestacdo.
Verificou-se que ndo houve diferenga significante entre
as mensuragdes dos foliculos primordiais e primarios,
porém houve diferenca significante entre estes e os
foliculos pré-antrais.

Os foliculos primarios mantiveram medidas com
pequenas variagdes sem diferenga significativa em todos
os periodos gestacionais (Tabela 2).
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TABELA 1: Médias e desvio padrao dos didmetros maximo e minimo, area e perimetro dos foliculos primordiais

de fetos zebuinos nos varios periodos de gestagdo. Aracatuba (SP), 2008.

(SSJZ) Maximo P () Minimo Area (um) Perimetro (um)
3 33,59+4,23 b 25944332 b 765,724217,81 b 99,69+13,48 b
4 34,7742,04 b 27,37£1,08 b 757,45+26,18 b 101,7345,07 b
5 34,40+6,39 b 28,66=6,15 b 823,07+282,81 b 104,85+18,52 b
6 33,9043,11 b 27,97+£3,01 b 763,35+151,66 b 99,91+8,53 b
7 44,97+2,53 a 35,8642,65a 1388,90+168.,91 a 134,804+7,08 a
8 34,0443 .43 b 26,5143,56 b 760,57+222,03 b 100,42+14,25 b

Meédias com letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 2: Médias e desvio padrdo dos didmetros maximo e minimo, area ¢ perimetro dos foliculos priméarios de
fetos zebuinos nos varios periodos de gestacdo. Aragatuba (SP), 2008.

Didmetro (um)

Idacsl:sgme- Maximo Minimo Area (um’) Perimetro (um)
4 40,32+4,10 a 31,2643,77 a 1077,10+186,53 a 119,8149,75 a
5 41,95+4,19 a 34,3043,81 a 1177,16£201,21 a 123,93+10,53 a
6 42,66+1,77 a 34,1342,71 a 1144,06:168.47 a 122,5349,37 a
7 44,7142,19 a 35,6242,28 a 1364,45£122,78 a 133,8445.39 a
8 46,46+9,05 a 34,1245,19 a 1356,39+461,63 a 135,75+23.39 a

Médias com letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 3: Médias e desvio padriao dos didmetros maximo e minimo, area e perimetro dos foliculos pré-antrais
de fetos zebuinos nos varios periodos 6, 7 ¢ 8§ meses de gestacdo. Aragatuba (SP), 2008.

Ida;iees )()me- — Didmetro (um) — Area (um?) Perimetro (um)
6 76,52+17,03 a 58,77+12,68 ab 3912,30£1789,54 a 223,29+50,90 a
7 84,01£13,97 a 68,05+9,78 a 5106,05+1502,37 a 255,43+39,64 a
8 65,75+13,93 a 49,23+7,51 b 2900,624+966,20 a 195,28+29,93 a

Meédias com letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 4: Médias e desvios padrdo dos foliculos primordiais, primarios e pré-antrais de fetos zebuinos nos
varios periodos de gestacdo. Aracatuba (SP), 2008.

a3 Idade Foliculo
Variavel = = = =
(meses) Primordial Primario Pré-antral
6 33,90+3,11 bB 42,66+1,77 aB 76,52+17,03 aA
Didmetro maximo (pm) 7 44.97+2,53 aB 44,71+2,19 aB 84,01+13,97 aA
8 34,04+3,43 bB 46,46+9,05 aB 65,75+13,93 aA
6 27,97+3,01 bB 34,13+2,71 aB 58,77+12,68 abA
Didmetro minimo (pm) 7 35,86+2,65 aB 35,62+2,28 aB 68,05+9,78 aA
8 26,51+3,56 bB 34,12+5,19 aB 49,23+7,51 bA
6 763,35+151,66 bB 1144,06+168,47 aB 3912,30+1789,54 aA
Area (Lm?) 7 1388,90+168,91 aB 1364,45+122,78 aB 5106,05+£1502,37 aA
8 760,57+222,03 bB 1356,39+461,63 aB 2900,62+966,20 aA
6 99,91+8,53 bB 122,53+9,37 aB 223,29+50,90 aA
Perimetro (um) 7 134,80+7,08 aB 133,84+5,39 aB 255,43+39,64 aA
8 100,42+14,25 bB 135,75+23,39 aB 195,28+29,93 aA

Meédias com letras distintas mintsculas, na mesma coluna, ¢ maiusculas, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 2: Médias dos foliculos primordiais, primarios e pré-antrais de fetos zebuinos nos varios periodos de gesta¢do.

Aragatuba (SP), 2008.

Discussao

Os fetos em todos os periodos de gestacdo
apresentaram ovarios revestidos por epitélio simples
cubico as vezes com epitélio simples pavimentoso e
tunica albuginea conforme padrio histoldgico descrito
por Banks (1992), Dellmann (1993) e Hafez e Hafez
(2004). Aos trés meses, o cortex ovariano estava repleto
de foliculos primordiais, localizados profundamente
proximos a regido medular. As médias das medidas
foram: didmetro maximo 33,59um, minimo 25,94um,
area 765,72um2 e perimetro 99,69um. Diniz et al.
(2005) observaram em fetos da raga Nelore com 85
dias gestacionais, inicio do surgimento de foliculos
primordiais e aos 94 dias, estavam totalmente formados
com diametro médio de 35,5um, localizados nas regides
mais profundas do cortex ovariano. No entanto, Mbassa
(1989) relatou que em fetos zebuinos, os foliculos
primordiais sdo formados a partir de 60 dias pds-coito,
diferindo de nossos resultados, pois analisamos fetos a
partir de trés meses de gestacdo. No entanto, Moustafa
e Hafez (1971) afirmaram que em bovinos europeus os

foliculos primordiais s3o formados aos cinco meses de
gestacdo, fato sugestivo da precocidade da foliculogénese
das ragas zebuinas em relacdo as européias.

Os foliculos primordiais apresentaram as
mensuragdes mais elevadas no periodo de sete meses
de gestagdo (44,97um para diametro maximo, 35,86um
para o minimo, 1388,90um? para a area ¢ 134,80um o
perimetro) ocorrendo decréscimo para os fetos no 8°
més de gestagdo, cujos parametros corresponderam
aqueles dos fetos nos estagios iniciais de gestagdo. Diniz
et al. (2005) por outro lado, encontraram os maiores
diametros de foliculos primordiais, em fetos aos 180
dias de gestagdo, porém com diminui¢do dos mesmos, no
periodo final da gestagdo o que corrobora nosso resultado.
Noden e Lahunta (1990) sugeriram que, provavelmente
a reducdo de didmetro, pode ser devido ao fato de que,
ao final da gestacdo, esses foliculos primordiais restantes
serdo os dictidtenos que permanecerao no ovario apos
0 nascimento.

Aos quatro meses de gestagdo, constatou-se
aparecimento de foliculos primarios localizados ora
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mais profundos ora mais superficialmente no cortex
ovariano, ¢ no periodo fetal correspondente a cinco
meses, os foliculos primordiais e primdrios estavam
localizados logo abaixo da capsula epitelial que
reveste o 6rgdo exteriormente. Os foliculos primarios
mantiveram medidas constantes de crescimento sem
diferenca significativa, com maior média no periodo de
oito meses, atingindo o didmetro maximo de 46,46pm.
Diniz et al. (2005) encontraram aos 140 dias, foliculos
em crescimento com 46,22um de didametro médio e
Mbassa (1989) afirmou que pouco antes dos quatro
meses os foliculos primarios ja estavam presentes no
cortex ovariano.

A partir dos seis meses de gestacdo, surgiram
foliculos pré-antrais, alguns cujos odcitos apresentavam
zona pelucida, localizados aleatoriamente no cortex
ovariano e antrais. A partir desse periodo constatou-se
ainda, evidéncia de atresia folicular. Diniz et al. (2005)
afirmaram que aos 180 dias ocorreu o desenvolvimento
dos foliculos secundarios e antrais, muitos deles, ja
com formagdo de zona peltcida ao redor dos odcitos e
Monteiro et al. (2003) constataram que ao redor de 22
semanas de gestagdo, era evidente a presenca de foliculos
em diferentes estdgios de crescimento e as variacdes
mais marcantes ocorreram a partir desse periodo. No
entanto, os relatos de Mbassa (1989) e Erickson (1966)
diferiram, quando afirmaram respectivamente, que aos
150 dias a foliculogénese atingiu o pico maximo de
desenvolvimento e ao redor de 250 dias apareceram os
primeiros foliculos antrais.

Para os foliculos pré-antrais, (assim como os
primordiais) as mensuragdes atingiram o apice no
periodo gestacional de sete meses (84,01um para o
didmetro maximo, 68,05um para o minimo, 5106,05um?
para a area e 255,43um para o perimetro), porém com
quedas nos fetos com oito meses de gestagdo, estas
medidas menores ainda que aquelas dos fetos com
seis meses. Este acontecimento sugere uma involugao
do crescimento folicular no periodo final da gestagao,
concordando com as afirmagdes de Diniz et al. (2005). No
entanto, tais foliculos ndo desaparecem totalmente, pois
de acordo com Mc Natty et al. (1987) muitos foliculos
pré-antrais e antrais estavam presentes em cordeiros
recém nascidos e Hopper et al. (1993) afirmaram que
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em bezerras recém nascidas, foliculos antrais foram
observados no cortex ovariano. Por outro lado, Erickson
(1966) relatou presenca de foliculos antrais em bezerras
desde o nascimento até 14 dias de idade.

Relativamente a atresia folicular, observou-se
também que é comum sua ocorréncia nos periodos
finais de gestacdo, confirmado por Mbassa (1989),
que observou muitos foliculos atrésicos e luteinizados
em fetos por volta de 165 a 238 dias de gestacdo, e
por Jantosovicova et al. (1996), que constataram o
mesmo em ovelhas na fase imediatamente antes do
nascimento.

As médias dos diferentes tipos de foliculos
ovarianos, comparando-se fetos nos periodos de
seis a oito meses de gestagdo, confirmaram que nao
houve diferenga significante entre as mensuragdes dos
foliculos primordiais e primarios, porém houve diferenca
significante entre aqueles foliculos e os foliculos
pré-antrais. Tal ocorréncia ¢ esperada devido a maior
dimensdo dos foliculos pré-antrais por apresentarem
odcitos grandes, alguns com zona pelucida e véarias
camadas de células foliculares ao contrario dos primeiros
com apenas uma camada de células foliculares.

Diante dos resultados obtidos pode se concluir
que: 1 — nos fetos com trés meses de gestacdo, os
ovarios apresentaram foliculos primordiais, 2 — a partir
dos quatro meses de gestacdo, os ovarios ja continham
foliculos primarios, 3 — os foliculos pré-antrais e antrais
surgiram nos ovarios de fetos a partir de seis meses de
gestacdo, 4 — as maiores médias foram obtidas aos sete
meses de gestacdo para foliculos primordiais e pré-
antrais, tornando a decair aos oito meses.
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