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RESUMO

Investigaram-se os eventos morfoldgicos relacionados ao desenvolvimento pré-natal de ovarios de 81
embrides e fetos da raga Nelore, coletados em frigorificos, com idades variando de 26 a 240 dias pos-
fecundac@o. Observou-se formagdo da crista gonadica e presenca de células germinativas em seu interior
aos 29 e 34 dias, respectivamente. As oogonias e foliculos primordiais, ao contrario dos foliculos em
crescimento, apresentaram diferengas significativas de didmetro nos varios periodos estudados. Verificou-
se correlagdo positiva (P<0,05) entre o didmetro das oogonias e de seus nucleos, bem como entre o
diametro dos foliculos primordiais e em crescimento com seus odcitos e respectivos nicleos. A gonada
apresentou-se completamente formada aos 40 dias. Foliculos primordiais, em crescimento e antrais
surgiram, aproximadamente, aos 95, 140 e 180 dias, respectivamente. Na raga Nelore, a oogénese tem
inicio e duragdo semelhante a de ragas taurinas, mas apresenta como peculiaridade a antecipagdo do
surgimento da foliculogénese.
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ABSTRACT

The morphologic events related to the prenatal development of the ovaries in 81 Nelore breed embryos
and fetuses gathered in a local slaughterhouse, with age range from 26 to 240 days following fecundation
were studied. The age of fetuses was estimated from measures taken in the cranium-caudal direction. The
sex was identified from macroscopic observations and using Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique. For histology the gonads were fixed in Bouin’s fluid for 24 hours and 5 pum thick section’s
were stained with hematoxylin-eosin. Formation of gonadal ridge and presence of germinal cells were
found within it at 29 and 34 days, respectively. Oogonia and primordial follicles, unlike the growing
follicles, exhibited significant differences in diameter in the various periods studied. Positive correlation
(P<0.05) was found between the diameter of oogonia and their nucleus as well as between primordial
and growing follicles with their oocytes and respective nuclei. The gonad was fully formed at 40 days.
Primordial follicles, in the growing stage, and antral follicles first appeared, approximately at 95, 140,
and 180 days, respectively. Despite the onset and duration of oogenesis being similar to that of taurine
breeds, folliculogenesis initiates at an early stages in the Nelore breed.
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Desenvolvimento morfologico dos ovirios...

INTRODUCAO

Estudos sobre o desenvolvimento pré-natal das
gonadas em bovinos foram feitos, na sua
maioria, em animais de ragas européias, sendo
escassos os trabalhos sobre o0 assunto envolvendo
as ragas zebus.

A crista gonadica revela-se como a primeira
manifestacdo do desenvolvimento das gonadas
de mamiferos, constituindo-se num relevo da
parte medial dos tibulos mesonéfricos (Fujimoto
et al. 1977; Mackay, 2000). As células
germinativas primordiais (CGP), por sua vez,
ndo se formam do material inicial do esbogo da
gonada, mas se originam a distancia e
posteriormente migram para esta em todas as
espécies de mamiferos (Mclaren, 2000). De
acordo com Peters (1970), as CGP surgem
extragonadalmente no saco vitelino e migram via
endoderma do intestino posterior até o
mesentério, dai para as pregas mesonéfricas e,
finalmente, atingem a crista gonadica. Uma vez
neste local, proliferam intensamente entre 5 e 6
semanas, tornam-se hiperplasicas e assumem
aspecto ameboide, espalhando-se entre o epitélio
celomico e o mesénquima. Ja no interior da
gonada em formagdo, as CGP iniciam sua
diferenciacdo em oogonias e se dividem
rapidamente por mitose.

Existe um consenso de que na maioria dos
mamiferos o processo de oogénese ¢ completado
antes ou logo apds o nascimento, quando as
oogonias entram em profase da meiose, tornam-
se por definicdo odcitos e cessam a atividade
mitdtica. Em investigagdes com embrides e fetos
bovinos, Erickson (1966) constatou que a meiose
iniciava-se nos fetos decorridos 75 a 80 dias pos-
coito. Por seu turno, a mitose cessava entre 150 e
180 dias, com a maioria dos odcitos atingindo
sua fase de dictidteno, em paquiteno da profase
meiodtica, sendo envolvidos nos foliculos
primordiais aos 170 dias. Em geral, odcitos
circundados por uma uUnica camada de células
foliculares planas sdo denominados foliculos
primordiais. De acordo com Gropp e Ohno
(1966), nos bovinos eles sdo formados nas
regides mais profundas da zona cortical em
ovarios de fetos apresentando 110 a 130mm de
comprimento. Foi bem estabelecido em diversas
espécies de mamiferos que oocitos e foliculos
primordiais, ap6s formados, t€ém seu numero
consideravelmente reduzido, mormente a partir
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da segunda metade da gestagio (Motta e
Makabe, 1986). Essa perda continua seria
conseqiiéncia dos mecanismos de atresia
folicular (Peters, 1970; Packer et al.,1998;
Mclaren, 2000), apoptose ou esfoliagdo celular
na superficie da génada (Motta e Makabe, 1986).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o
desenvolvimento pré-natal da gonada feminina
em embrides e fetos bovinos da raca Nelore, bem
como quantificar, medir o didmetro e conhecer
aspectos morfologicos do desenvolvimento
gonadico tais como: inicio da formagdo do
ovario, surgimento de CGP, oogonias, odcitos e

foliculos nos diversos estadios de
desenvolvimento.
MATERIAL E METODOS

Foram coletadas as gonadas de 12 embrides e 69
fetos de vacas Nelore, abatidas em frigorificos no
municipio de Uberlandia, MG. A época da coleta
procurou-se certificar se os fetos apresentavam
caracteristicas da raga Nelore e confirmar se as
vacas tinham sido acasaladas com touros da
mesma raga.

O sexo dos fetos foi determinado por observagéo
macroscopica da genitalia externa, enquanto que
o dos embrides foi confirmado por meio da
técnica de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), conforme descrito por Kirkpatrick e
Monson (1993).

A idade dos embrides e fetos foi estimada
baseando-se na formula DG= 8,4+0,087C+5,46\/C,
em que DG= dias de gestacdo ¢ C= comprimento
do embrido ou feto, proposta por Rexroad et al.
(1974). Eles foram mensurados imediatamente apos
retirados do utero.

As gonadas dos fetos ou dos embrides in totum
foram fixadas em liquido de Bouin por 24 horas
para estudos em microscopia Otica. As gonadas
entdo fixadas foram medidas no comprimento,
altura e largura visando estabelecer o seu
volume. Seguiu-se a retirada de um fragmento e
seu processamento em técnica histologica
classica, que consistiu em desidratagdo com
alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em
parafina. Foram feitos cortes na espessura de
Sum, dos quais pelo menos cinco secdes
diferentes foram coradas com hematoxilina e
eosina. A montagem foi feita colocando-se uma
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gota de Balsamo do Canada sobre o corte e
cobertura com uma laminula, comprimindo-a de
modo a espalhar o liquido numa fina camada
entre lamina e laminula. Finalmente, os cortes
histologicos corados foram analisados com
microscopio de luz Olympus BX 4.0, equipado
com camera Oly 200 acoplada a
microcomputador Pentium III. As imagens foram
capturadas com objetivas de 10x e 40x.

A quantificacdo e determinagdo do didmetro das
células germinativas foram feitas por meio do
software  HLimage em  microcomputador
Pentium III, 450 Mhz e monitor Samsung
Sincmaster 450b. A contagem das células foi
feita por area do ovario, e seu nimero foi
multiplicado pela espessura do corte (Sum) para
se obter valores em pm?, que foram
transformados em mm*® e, finalmente,
multiplicados pelo volume da gonada. Uma vez
que a espessura do corte foi menor que o
diametro das estruturas medidas, e para evitar
duplicidade na contagem em cada secdo, seu
diametro foi dividido pela espessura do corte,
cujo valor encontrado serviu como divisor do
namero total de estruturas do ovario. Como
resultado, obteve-se o numero final de estruturas
da goénada. O volume do ovario foi calculado
com base na formula do elipsoide, por ser a
figura geométrica que mais se aproxima de sua
forma, ou seja, volume= 4/3mabc, em que a=
comprimento/2, b= largura/2 e c= altura/2. A
partir de aproximadamente 85 dias pods-
fecundacdo deduziu-se a area correspondente a
regido da medula, pelo fato dela estar definida e
apresentar estruturas germinativas (oogonias e
foliculos) em quantidades minimas, néo
participando, portanto, como area de calculo.

Neste trabalho, foliculos primarios e foliculos
secundarios foram denominados foliculos em
crescimento. Para os varios tipos de estruturas
(oogonias, foliculos primordiais e foliculos em
crescimento) foram estimados os coeficientes de
correlag@o de Pearson entre as variaveis diametro
da oogobnia, do seu nuicleo, dos odcitos e do
nucleo destes. As comparagdes entre médias
foram feitas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade pelo método general linear models
(GLM) do pacote estatistico SAS (Procedures...,
1990). Utilizou-se o coeficiente de variacdo para
comparar a variabilidade entre o nimero de
células das varias estruturas porque elas foram
colhidas de diferentes fetos e ndo continham o
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mesmo numero de observagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A crista gonadica foi observada inicialmente em
embrides medindo de 12 a 15mm de
comprimento, entre 29 e 31 dias de idade (Fig.
1), confirmando observagdes feitas por Shim e
Anderson (1998) ¢ Wrobel e Siib (1998), tanto
em fetos de bovinos, quanto em outros
mamiferos. Noden e Lahunta (1990) relataram o
aparecimento da crista gonadica em varias
espécies de mamiferos em embrides de 9 a
10mm (£27 dias). Com a expansdo da crista
gonadica, CGP surgiram no seu interior em
embrides de 20mm (£34 dias), confirmando os
estudos de Shim e Anderson (1998), quando
afirmaram que, em periodos correspondentes, as
CGP podiam ser identificadas por suas
caracteristicas morfologicas nas varias espécies
de mamiferos. Nessa fase foram contadas 1331
CGP, numero que aumentou para 6455 em
embrides de 25 a 30mm (+40 dias), quando a
gonada ja se apresentava totalmente formada,
resultado semelhante aos encontrados por
Fujimoto et al. (1985), Godin et al. (1990) e
Wrobel e Siib (1998). O didmetro médio das
CGP nessa fase foi de 8,15um, com o nucleo
medindo 5,58um.

As oogonias foram encontradas em fetos de 48 a
50mm (£50 dias) nas zonas mais profundas do
ovario ¢ ndo houve, nesse periodo, distingdo
entre as zonas cortical e medular. Nessa fase da
oogénese houve expressivo aumento de
oogonias, o que confirma os resultados de Peters
(1970) e Moustafa e Hafez (1971). Foram
contadas 130.471 células. O diametro médio das
oogonias e o de seus nucleos sdo apresentados na
Tab. 1. Em fetos de 70mm (60 dias), as
oogoOnias aumentam em ntmero e didmetro e
comecam a agrupar-se em ninhos, fato também
observado por Gondos et al. (1971), ao relatarem
que a posterior fragmentacdo dos ninhos ou
aglomerados celulares originavam os foliculos
primordiais. Em fetos de 140 a 150mm (£85
dias) foram observados oocitos em divisdo
meidtica contornados por células foliculares
iniciando a formacdo de foliculos primordiais.
Em fetos com mais de 200mm (>100 dias)
verificou-se diminui¢ao drastica no ntmero de
oogonias, o que também foi relatado por
Erickson (1966), em bovinos, e por Fujimoto et
al. (1977), em humanos.
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Figura 1. a: crista gonadica em embrido da raca Nelore medindo 20 mm (+ 34 dias de gestacdo). HE, 40X.
b: crista gonadica com células germinativas primordiais (setas). HE, 400X.

Tabela 1. Média e desvios-padrdo do didmetro
das oogonias e dos seus nucleos em fetos
bovinos da raga Nelore nos varios periodos apos
a fecundagio

Dias apés Numero de Didmetro (pm)
a fecundagdo  células Qogdnia Nucleo
50 45 10,66 (0,63)d 6,63 (0,49)d
60 45 12,22 (0,73)c 7,98 (0,58)c
100 45 14,73 (1,07)b 9,19 (0,87)b
140 40 17,32 (1,28)a 9,98 (0,80)a

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

Observou-se correlagdo positiva entre o didmetro
das oogonias e o dos seus respectivos nucleos em
todo o periodo estudado (Tab. 1). Observaram-se
diferengas entre periodos quanto aos didmetros
das oogonias e dos nucleos. Estes resultados
assemelham-se aos de Mackay (2000) e Mclaren
(2000), ao afirmarem que as oogOnias, a
semelhanga dos foliculos antrais, apresentam
continuo aumento de didmetro, até serem
totalmente transformadas em odcitos ou serem
consumidas por atresia ou apoptose.

Foliculos  primordiais  foram  observados
inicialmente em fetos de 140mm (£85 dias)
como apresentado na Fig. 2a. Em fetos de
170mm (94 dias) eles estavam totalmente
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formados e localizados, principalmente, nas
regides mais profundas do cortex ovariano. Em
fetos de 190mm (£100 dias) foram encontrados
93.806 foliculos primordiais com didmetro
médio de 35,6um, odcitos com 18,9um e nucleos
com 10,8um.

O diametro médio dos foliculos primordiais, dos
seus oocitos e dos respectivos ntcleos também
apresentaram correlagdo positiva e altamente
significativa entre si (Tab. 2). Foram observadas
diferengas (P<0,05) quando se compararam os
diametros aos 100 dias com aqueles aos 140 e
180 dias, mas ndo houve diferencas nos
didmetros entre 100 dias e didmetros aos 210 e
240. Isso indica que o didmetro dos foliculos
primordiais com seus odcitos e niicleos tenderam
a aumentar a partir de 100 dias pos-fecundacéo,
mas diminuiram proximo ao final da gestacdo
(£240 dias), quando se aproximaram dos valores
encontrados aos 100 dias. A provavel causa
dessa reducdo de didmetro deve-se ao fato de que
aos 240 dias os foliculos primordiais restantes
provavelmente serdo aqueles em estadio
dictidteno e que permanecerdo no ovario apos o
nascimento, compondo a populagdo de foliculos
primordiais da fémea até a puberdade, como
sugerido por Noden e Lahunta (1990).
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Figura 2. a: odcitos circundados por células foliculares planas (setas) em feto da raca Nelore medindo
260mm (+119 dias de gestagdo). HE, 400X. b: foliculos primarios com tinica camada de células cubicas
(setas) em ovario de feto da raca Nelore medindo 590 mm (+192 dias de gestacdo). HE, 400X. c: antro
formado (an) e odcito circundado por nitida zona pelucida (seta) em feto da raca Nelore medindo 590mm
(£192 dias de gestagdo). HE, 400X.

Tabela 2. Média e desvios-padrdo do diametro dos foliculos primordias, dos seus o6citos e dos nucleos de
fetos bovinos da raga Nelore nos varios periodos apds a fecundagéo

Dias apos Nuamero Diametro (um)
a fecundagdo de células Foliculo Odcito Nicleo
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

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

Foliculos que apresentaram maior didmetro
(entre 140 e 180 dias pos-fecundagéo) atingiram
fases mais adiantadas de desenvolvimento para,
entdo, desaparecerem durante a fase final da
gestacdo, como demonstrado em bovinos
europeus por Erickson (1966), Peters (1970) e
Moustafa e Hafez (1971). Entretanto, Mbassa
(1989) relatou que em fetos zebuinos os foliculos
primordiais sdo formados a partir de 60 dias pos-
coito.

Os foliculos primordiais aumentaram em niimero

e diametro até aproximadamente 180 dias, com
alguns apresentando células planas e cubicas,
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fato indicativo de ativagdo folicular. No ultimo
terco da gestagdo, ou em fetos a partir de 700mm
(210 dias), observou-se diminui¢do no niimero
e didmetro dos foliculos, os quais foram
encontrados exclusivamente na periferia da zona
cortical, o que também foi observado por Peters
(1970). As médias do didmetro dos foliculos
primordiais, dos seus oocitos e dos respectivos
nucleos sdo apresentadas na Tab. 2.

Em fetos de 350mm (£140 dias) foram contados
63.339 células que apresentaram didmetro de
46,2um, 26,6um e 14,2um para foliculo, odcito e
nucleo, respectivamente.
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O ntimero de foliculos em crescimento aumentou
em fetos de 520 a 530mm (+180 dias) atingindo
163.216 células, surgindo, nessa fase, os
primeiros sinais de formagdo da zona pelucida.
Em fetos de 700mm (£210 dias) eles
continuaram a aumentar, ao contrario do que
ocorreu com os foliculos primordiais, e
alcangaram 247.696 células. Em fetos de 750 a
800mm (£240 dias) diminuiram em numero para
81.135 células. Entre 210 e 240 dias os foliculos
em crescimento foram encontrados também na
camada intermediaria do coOrtex ovariano,
diferindo dos relatos de Erickson (1966) e Peters
(1970).

Observou-se correlagdo positiva (P<0,01) entre
os didmetros dos foliculos em crescimento (Tab.
3), dos seus oo6citos e dos respectivos nucleos,
mas ndo ocorreram variagdes nos periodos
estudados. Entre periodos, ndo houve diferengas
significativas no didmetro dos foliculos. Houve
diferenga apenas no didmetro dos odcitos dos
foliculos em crescimento (P<0,05), entre 140 e
210 dias. Essas observagdes confirmam as
encontradas por Peters (1970) em varias espécies
de mamiferos. Provavelmente, isso ocorreu
porque os foliculos contendo odcitos de 210 dias
ja estariam em processo de atresia ou
degeneracdo, enquanto que os acima de 210
teriam evoluido para foliculos antrais ou teriam
entrado em atresia somente apOs 0 nascimento.

Tabela 3. Médias e desvio-padrdo do didmetro dos foliculos em crescimento, dos seus odcitos e dos
nucleos de fetos bovinos da raga Nelore nos varios periodos apds a fecundacdo

Dias apos Ntmero Diametro (um)
a fecundagéo de células Foliculo QOdcito Niucleo
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

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

O aumento no diametro da oogodnia sempre foi
acompanhado de aumento de didmetro do seu
nucleo em todos os periodos estudados (Tab. 1).
Mackay (2000) verificou resultados semelhantes.
Esse fato também aconteceu com o
desenvolvimento folicular, que foi acompanhado
pelo desenvolvimento do odcito e seu nucleo, até
este atingir o estadio de dictidteno (Tab. 2 e
Tab. 3).

Foliculos secundarios com evidéncias de
formagdo de antro e foliculos com antro
totalmente formado (foliculos terciarios) foram
incluidos na categoria de foliculos antrais. Os
primeiros foliculos antrais foram encontrados nas
zonas mais profundas do cortex ovariano em
fetos de 530 mm (+180 dias), diferindo das
observagdes de Erickson (1966) e Jost e Prepin
(1972), que indicaram o aparecimento deles a
partir de 250 dias e 200 dias, respectivamente.
Nessa fase, alguns foliculos apresentaram zona
pelucida e antro em formag@o, enquanto outros
zona pelicida totalmente formada e odcitos
circundados por células do cumulus oophorus
(Fig. 2c). Nesse periodo foram encontrados
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25.328 foliculos. Em fetos de 750mm (+240
dias) foram encontrados 3.071 foliculos antrais.

Conclui-se que a formagdo do ovario em
embrides ¢ fetos da raca Nelore ocorreu em
periodos semelhantes aos de bovinos europeus.
Entretanto, apesar de a oogénese ter inicio e
duragdo  semelhantes, a raga  Nelore,
diferentemente das ragas taurinas, tem como
caracteristica a antecipacdo do surgimento da
foliculogénese.
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