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RESUMO

Realizou-se uma analise estereologica comparativa de complexos cumulus-ovocito (COCs) de bovino da
raca Holtein-Friesian aspirados de foliculos antrais pequenos (com didmetro de 1-4mm) e médios (com
diametro de 4-8mm) durante as fases de metaestro, diestro e de proestro. Foram estimados o volume
médio dos COCs, dos ovocitos (com e sem zona peltcida), dos nucleos dos ovoécitos e das células
foliculares e seus respectivos nucleos. Estimou-se a espessura da zona pelicida e calculou-se a
percentagem relativa da freqiiéncia dos diferentes tipos de células foliculares encontradas no cumulus. Os
foliculos pequenos apresentaram crescimento acelerado e sem sincronia entre o volume do citoplasma e o
do nucleo. No foliculo médio ocorreu expansdo harmoniosa nucleo-citoplasmatica. Identificaram-se trés
populagdes de células foliculares (C1, C2 e C3), cuja distribuigdo na massa do cumulus é independente de
sua posicao relativamente ao ovodcito. Durante o ciclo estral, as células C1 foram progressivamente
substituidas por C2 e estas, por C3.

Palavras-chave: bovino, célula folicular, ciclo estral, COC, estereologia

ABSTRACT

A comparative stereological analysis was performed in cumulus-oocyte complexes from Holstein-
Friesian cows, aspirated from small (with diameter of 1-4mm) and medium (with diameter of 4-8mm)
antral follicles during metestrous, diestrous and proestrous. The mean volumes of COCs, oocytes (with
and without zona pellucida), nucleus of the oocyte, as well as the volumes of the follicular cells and their
nucleus were estimated. The mean thickness of the zona pellucida and the relative percentage of the three
follicular cell types in the cumulus mass were also obtained. Small antral follicles had an accelerate
growth without synchrony between the volume of the oocyte and the respective nucleus, while in medium
antral follicles an harmonious nucleus-cytoplasmic expansion was observed. These follicular cell
populations were classified in their types, Cl, C2 and C3, which the distribution in the cumulus mass
appeared to be independent to their position in relation to the oocyte. During the estrous cycle, cell type
C1 progressively developed to C2, and this one to C3.
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INTRODUCAO

Os complexos cumulus-ovocito de bovino
(COCs), aspirados de foliculos imaturos,
constituem uma fonte importante de material
bioldgico para o estudo da esteroidogénese, da
maturagdo e da fecundagdo in vitro, bem como
para a producdo de animais de valor comercial.
A produgdo in vitro de embrides de bovino a
partir  de  complexos imaturos  atinge
normalmente a taxa de 30% (Shamsuddin et al.,
1996). Este sucesso limitado pode ser
parcialmente atribuido aos métodos de selecdo
dos COCs, baseados exclusivamente em
parametros morfolégicos avaliados ao
estereomicroscopio, tais como a morfologia do
ooplasma e do cumulus, o tamanho do foliculo e
do ovocito, ¢ o grau de atresia folicular. Os
COCs com massa de cumulus compacta e
constituida por numerosas camadas de células
foliculares, e com um ovocito de ooplasma
homogéneo, apresentam maior capacidade de
desenvolvimento, contrastando com os COCs de
cumulus expandido e ooplasma heterogéneo (De
Loos et al., 1989, 1991).

O processo de sele¢do de ovocitos e de COCs de
bovino para utilizagdo em diferentes areas da
reprodugdo apresenta dificuldades, atribuidas a
escassez de  informag¢des  acerca  das
caracteristicas morfologicas que melhor reflitam
a capacidade de desenvolvimento dos gametas.
Desse modo, uma analise morfologica
quantitativa rigorosa (estereologia) podera
fornecer elementos fundamentais para ajuizar
acerca das caracteristicas mais vantajosas dos
COCs.

Até a presente data, a aplicacdo das ferramentas
estereologicas exatas sem viés limitam-se a

alguns estudos em foliculos de mamiferos,
nomeadamente em roedores (Bagger et al., 1989,
1993; Bagger, 1993), ovinos (Lundy et al,
1999), primatas (Miller et al., 1997) ¢ humanos
(Dhar et al., 1996). Recentemente, fez-se uma
caracterizagdo esterologica dos complexos
cumulus-ovocito imaturos de bovino, aspirados
de foliculos antrais pequenos (1-4mm) ¢ médios
(4-8mm) durante o ciclo estral (Calado et al.,
2001, 2003a,b). Os objetivos deste trabalho
foram: 1- realizar um estudo estereologico
comparativo dos COCs de Bos taurus,
2- comparar algumas caracteristicas
morfologicas, nomeadamente volume dos COCs,
dos ovocitos e respectivos nucleos e das células
foliculares e respectivos ntcleos, e espessura da
zona pelucida (ZP) dos COCs e 3- avaliar a
homogeneidade do cumulus.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidos ovarios de 63 animais da raga
Holstein-Friesian no matadouro local. Os ovarios
foram selecionados de acordo com o padrdao
morfologico que permite identificar a fase do
ciclo estral, com base na presenga/cor, tamanho e
vascularizagdo do corpo hemorragico/corpo lateo
(Ireland et al., 1979) (Fig. 1). Os ovarios foram
imediatamente transportados para o laboratorio
onde se aspirou o conteudo dos foliculos de 1-
4mm e de 4-8mm de didmetro, conforme descrito
por Calado et al. (2001, 2003a,b) (Tab. 1).
Selecionaram-se os COCs que apresentavam
massa completa e compacta de células do
cumulus e ooplasma com aspecto uniforme (Fig.
2) (Leibfried e First, 1979; Madison et al., 1992;
Blondin e Sirard, 1995).

Tabela 1. Numero de animais, de complexos cumulus-ovocito (COCs) e de células foliculares amostradas
por COC e por campo de amostragem nas duas classes de diametros foliculares ao longo do ciclo estral

em Bos Taurus

Diametro

N° de células N° de células

. Fase N° de N° de . .
folicular do ciclo animais COCs foliculares foliculares/campo
(mm) /COC de amostragem
Metaestro 9 20 104 7
la4d Diestro 8 24 116 5
Proestro 12 20 104 4
Metaestro 8 14 100 5
4a8 Diestro 15 20 105 4
Proestro 11 20 103 3
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Figura 1. Ovario de Bos taurus em fase de metaestro (A), em fase de diestro, visto de perfil (B1) e em
corte (B2), e em fase de proestro, visto de perfil (C1) e em corte (C2). Os 17 pares de ovarios retirados de
animais em metaestro apresentavam corpo hemorragico (CH) com a superficie vermelha e diametro de
0,5 a 1,5cm. Os 23 pares de ovarios em diestro apresentavam corpo lateo (CL) castanho, laranja ou
amarelo, com didmetro de 1,6 a 2cm e vascularizagdo visivel ou mesmo proeminente na superficie. Nos
23 pares de ovarios em fase de proestro observaram-se vascularizagdo ndo evidente na superficie do corpo
luteo e presenga de pelo menos um foliculo de grande dimensao, provavelmente o foliculo pré-ovulatorio

(F). Cavidade do foliculo pré-ovulatorio (C).

Os COCs foram processados segundo as
exigéncias  estereologicas,  infiltrados e
impregnados com glicol metacrilato (GMA;
Historesina, Leica), e cortados em séries de
20um de espessura em microtomo automatico
equipado com faca de tungsténio (Calado et al.,
2001, 2003a,b), dos quais obtiveram-se, em
média, 12 se¢des por COC. Elas foram coradas
com mistura aquosa (2:1) de azul de metileno e
azur II, e analisadas ao microscépio de luz
acoplado a um microcater (com 0,5um de
resolugdo) para controle do movimento no eixo
dos Z, e a uma camara CCD. O microscopio € o
microcater foram ligados a um computador
equipado com software Grid para analise
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estereologica (versdo 1.09) (Calado et al., 2001,
2003a,b).

Foi estimada a espessura da ZP total, bem como
as porgdes interna e externa da ZP (Fig. 3A),
conforme descrito por Calado et al. (2001,
2003a,b). Os volumes médios dos COCs (Fig.
3B), dos ovocitos com e sem ZP (Fig. 3B), do
nucleo dos ovdcitos (Fig. 3B) e das células do
cumulus (célula e nucleo) (Fig. 4) foram
estimados por meio de técnicas estereologicas
exatas sem viés, nomeadamente o nucleador
(Gundersen, 1988; Gundersen et al., 1988a,b;
Bagger, 1993), os dissectores oticos (Howard e
Reed, 1998), e grelhas de amostragem de linhas
proibidas (Gundersen, 1977). A estratégia
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sistematica uniforme aleatoria (Gundersen e
Jensen, 1987) foi utilizada nas secgdes e nos
campos de amostragem. Durante a amostragem,
a massa do cumulus foi dividida em duas
regides: zona 1 (primeiras trés camadas de
células foliculares contadas a partir do ovdcito) e
zona II (da quarta camada de células foliculares
at¢ a periferia do COC), sendo também
considerada a morfologia das células foliculares
(C1, C2 e C3) (Fig. 4A).

-
{
2 A4

Figura 2. Observacdo a lupa de complexos
cumulus-ovécito de Bos taurus, com massa
completa ¢ compacta de cumulus e ooplasma
homogéneo ou com finos granulos periféricos.
40x.

Usou-se o software Statistica e Excel para
Windows (Calado et al., 2001, 2003a,b). Os
resultados sdo apresentados como médias, e
respectivos erros-padrao das médias, além dos
coeficientes de variagdo por grupo de COCs.
Estimaram-se  as  correlagbes entre  as
caracteristicas e apds verificar a normalidade ¢ a
homogeneidade das variancias, os dados das
células do cumulus foram agrupados por zona do
cumulus, para realizar a analise de variancia com
dois factores e estudar a interagdo de efeitos das
células do cumulus e do tipo celular com os
volumes das células foliculares. Para comparagao
de médias, usou-se o teste de amplitudes
multiplas de Duncan. A analise de varidncia
também foi usada para estudar as caracteristicas
dos COCs e das células do cumulus ao longo do
ciclo estral.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Fig. 5, estdo indicados alguns resultados
obtidos da amostragem nas seis categorias de
COCs. Apesar de terem sido usados critérios
rigorosos para a identificacdo da fase do ciclo
estral (Ireland et al., 1979), para a aspiragdo dos
foliculos com o didmetro pretendido (Lonergan
et al.,, 1994; Carolan et al., 1997), do rigido
processo de selecdo dos complexos (cumulus
compacto e intacto e ooplasma uniforme)
(Blondin e Sirard, 1995) e dos cuidados no
processamento e na manipulagdo dos COCs,
observou-se grande heterogeneidade
relativamente a todas as caracteristicas estudadas
(Calado et al., 2001, 2003a,b). Essa variabilidade
pode, em parte, explicar o sucesso obtido na
maturagdo ¢ na fecundagdo in vitro (Elmileik et
al., 1995; Shamsuddin et al., 1996; Shaw e Good,
2000).

Nos foliculos antrais médios, o volume médio
dos COCs, dos ovocitos com e¢ sem ZP e do
nucleo dos ovdcitos mantiveram-se inalterados
durante todo o ciclo estral (Tab. 2). Contudo, nos
pequenos foliculos antrais, essas quatro
caracteristicas aumentaram progressivamente do
metaestro ao proestro. Entre as duas categorias
de didmetro folicular, observaram-se diferencas
significativas relativamente a essa caracteristica
durante o metaestro, enquanto que, no periodo
pré-ovulatorio (proestro), os valores encontrados
ndo diferiram entre si. Esses resultados traduzem
um crescimento acentuado dos complexos e dos
respectivos ovocitos nos pequenos foliculos
antrais, demonstrando que esse crescimento
estabiliza-se quando os foliculos atingem
dimensdes de 4 a 8mm de diametro.

Nos pequenos foliculos, observou-se correlagdo
linear entre o volume dos ovoécitos e o dos
respectivos nucleos durante o metaestro (r=0,69;
P<0,01). Nos foliculos médios, verificaram-se
correlagdes lineares entre o volume dos ovocitos
e o dos respectivos niicleos no metaestro (r=0,93;
P<0,001), no diestro (r=0,85; P<0,001) e no
proestro (r=0,78; P<0,001). Esses resultados
sugerem que tanto o ovocito quanto o nucleo
expandem-se de forma sincronizada apenas
depois de o COC atingir uma determinada etapa
de crescimento, alcangada no estadio de foliculos
antrais médios.
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Figura 3. Medicdo de caracteristicas-alvo nos complexos cumulus-ovocito (COCs) de Bos taurus.

A- Em cada se¢do, foram efetuadas duas medigdes lineares em zonas diametralmente opostas. Efetuaram-
se trés medig¢des, uma interceptando integralmente a ZP (a), e as outras duas restritas as por¢des interna
mais densa (b) e externa mais clara (c) da ZP. Azul de metileno:Azur II (2:1). 1260x.
B- Medigdo do volume de um complexo cumulus-ovocito, do ovocito com e sem ZP, e do nucleo do
ovocito, tomando como ponto fixo o centro do nucléolo. Para cada caracteristica amostrada, foi gerada
uma diregdo isotropica a partir de um ponto aleatorio no interior do objeto (em termos praticos, o centro
do nucléolo) e mediram-se as distdncias em cada direg¢@o a partir de um bordo do nticleo (para estimar o
volume nuclear), e/ou do limite celular (para estimar o volume celular). Para efeito de aumento da
precisdo do volume estimado, utilizou-se a técnica do nucleator four-way (Bagger, 1993), em que as
medigdes foram efetuadas a cada 90°. Azul de metileno:Azur I (2:1). 364x.

Figura 4. Cé¢lulas foliculares de complexos cumulus-ovocito de Bos taurus. A- Tipos de células
foliculares: C1, C2, C3. Azul de metileno:Azur II (2:1). 1400x. B- Medigdo do volume das células
foliculares e dos respectivos nucleos, tomando como ponto fixo o centro virtual do nucleo. Azul de
metileno:Azur IT (2:1). 1570x.
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Figura 5. Grafico ilustrativo da percentagem relativa de complexos cumulus-ovocito com um nucléolo,
com varios nucléolos, sem nucléolos e sem nucleo, durante o ciclo estral, em foliculos antrais pequenos
(1-4mm) e médios (4-8mm) de Bos taurus.

Tabela 2. Volume médio dos complexos cumulus-ovocito (COCs), dos ovocitos com e sem a zona
pelucida (ZP), e dos nucleos dos ovdcitos de foliculos antrais pequenos (1-4mm) durante o ciclo estral de
Bos taurus

Caracteristica Diametro Metaestro* Diestro** Proestro***
folicular (mm)
Média 19,0 x 10°a,A 32,7x 10°° 47,6 x10%
Volume médio lad SEM 3,3x10° 45x10° 5,5x 10°
dos COCs CcVv 0,77 0,68 0,52
(um’) Média 47,1x 10°B 28,7 x 10° 40,5 x 10°
4a8 SEM 10,7 x 10° 4,1x10° 4,6x10°
CV 0,85 0,63 0,51
Média 1,7x 10°a,A 2,2x10°a,A 3,5x10°b
la4 SEM 1,0 x 10° 3,0x 10° 3,5x 10°
Volume médio cv 0,27 0,66 0,45
dos ovocitos . . . .
com ZP (um’) Média 3,4x10°B 3,3x10°C 3,8x 10
4a8 SEM 7,0x 10° 3,5x 10° 5,1x10°
CV 0,77 0,48 0,61
Média 1,1 x 10°a,A 1,5x 10°a,A 2,6 x10°b
la4 SEM 8,1x10° 2,3x10° 2,7x10°
Volume médio cv 0,32 0,76 0,47
dos ovocitos ) . . .
sem ZP (u) Média 2,4x10°B 2,5x 10°C 3,0x 10
4a8 SEM 53x10° 3,0x 10° 42x10°
cv 0,85 0,53 0,64
Média 272x 10°a,A 69,6x 10°b 60,7 x10°b
la4 SEM 2,8x10* 40x10* 1,1 x10*
Volume médio cv 0,47 2,83 0,84
do nucleo dos . ’ R ’ N ’ N
ovécitos (um’) Média 543x10°B 51,2x 10 42,4 x 10
4a8 SEM 8,8 x 10° 7,5x 10° 5,2x 10°
CV 0,61 0,66 0,55

*Estimativa para 20 e 14 COCs em foliculos de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente; **estimativa para 24 ¢ 20 COCs em foliculos de
1-4 e de 4-8mm, respectivamente; ***estimativa para 20 COCs. SEM= erro-padrao da média. Para volume médio dos COCs:
valores com diferentes letras minasculas na linha diferem entre si: a vs. b e b vs. ¢ (P<0,05); a vs. ¢ (P<0,0001); valores com
diferentes letras maitsculas na coluna diferem entre si (P<0,001). Para volume médio dos ovécitos com e sem ZP: valores com
diferentes letras mintisculas na linha diferem entre si (P<0,0001); valores com diferentes letras maitisculas na coluna diferem entre
si: A vs. B (P<0,001); A vs. C (P<0,05). Para volume médio do nucleo dos ovocitos: valores com diferentes letras mintsculas e
maiusculas na linha e na coluna, respectivamente, diferem entre si (P<0,01).
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A espessura média da ZP ¢ a sua camada externa
mantiveram-se constantes durante o ciclo estral
nos pequenos foliculos antrais, enquanto que nos
foliculos antrais médios ocorreu redugdo
significativa de metaestro até diestro (Tab. 3).
Estes resultados indicam que nos foliculos
antrais médios, durante o ciclo estral, a

compactacdo da ZP ¢ feita a custa da
compactacdo da sua porgdo externa. Enquanto

média da camada interna da ZP manteve-se
constante, nos pequenos foliculos antrais essa
porcdo da ZP aumentou do metaestro até o
diestro, estabilizando-se até ao final do ciclo
estral. Estes resultados indicam compactacao
extrinseca da ZP, provavelmente devido a
alteragdes moleculares da sua estrutura ou ao
aumento da cavidade antral que podera
comprimir a zona peltcida.

que nos foliculos antrais médios a espessura

Tabela 3. Espessura média da zona pelicida (ZP), das regides interna e externa da ZP dos complexos
cumulus-ovovito (COCs) de foliculos antrais pequenos (1-4 mm) e médios (4-8 mm) durante o ciclo
estral de Bos taurus

Caracteristica Dlémetro :
folicular (mm) Metaestro™* Diestro** Proestro***
Média 7,9A 8,5 8,2
la4d SEM 0,3 0,6 0,5
Espessura (0\% 0,15 0,32 0,27
média da
ZP (um) Média 10,8a,B 8,0b 6,9b
4a8 SEM 0,2 0,3 0,3
CcvV 0,34 0,18 0,17
Média 2,3a 2,8b 3,0b
la4d SEM 0,3 0,2 0,1
Espessura média da [®\% 0,49 0,33 0,34
Camada interna
da ZP (um) Média 2,4 2,5 2,5
4a8 SEM 0,3 0,2 0,3
()% 0,48 0,27 0,47
Média 6,0A 5,6 5,8
lad SEM 0,3 0,4 0,2
Espessura média da (0\Y% 021 0,34 0,38
camada externa ’ ' ’
da ZP (um) Média 8,7a,B 5,5b 5,0b
4a8 SEM 0,9 0,2 0,2
CV 0,37 0,19 0,17

SEM= erro-padrao da média. Para espessura média da ZP: *estimativa para 20 ¢ 14 COCs em foliculos de 1-4 ¢ de 4-8mm,
respectivamente; **estimativa para 24 e 20 COCs em foliculos de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente; ***estimativa para 20 COCs;
valores com diferentes letras minusculas e maitsculas na linha e na coluna, respectivamente, diferem entre si (P<0,001).

Para espessura média da porgdo interna da ZP: *estimativa para 15 e 12 COCs em foliculos de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente;
**estimativa para 24 e 19 COCs em foliculos de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente; ***estimativa para 13 e 12 COCs em foliculos
de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente; valores com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si (P<0,05).

Para espessura média da por¢ao externa da ZP: *estimativa para 20 e 14 COCs em foliculos de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente; **
estimativa para 24 e 19 COCs em foliculos de 1-4 e de 4-8mm, respectivamente; *** estimativa para 13 e 12 COCs em foliculos de
1-4 e de 4-8mm, respectivamente; valores com diferentes letras mintisculas e maiusculas na linha e na coluna, respectivamente,
diferem entre si (P<0,001).

Tomando em conjunto a analise do volume dos
COCs, dos ovocitos e dos niicleos dos ovocitos, e
a espessura da ZP, os resultados indicaram que
os foliculos antrais imaturos de 1-4mm
apresentaram crescimento acelerado e sem
sincronia entre o aumento de volume do
citoplasma e o do nticleo. Os foliculos antrais de
4-8mm, pelo contréario, apresentaram
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desaceleragdo do crescimento, observando-se
expansdo harmoniosa nucleo-citoplasmatica.
Provavelmente, essa alteracdo do padrio de
crescimento pode estar relacionada com a
divergéncia ou selecdo folicular que ocorre
quando o foliculo lider (futuro foliculo
dominante) atinge cerca de 8,5mm e o maior
foliculo subordinado tem o didmetro aproximado
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a 7,2mm (Ginther et al., 1996, 2001).

Em cada uma das seis classes de COCs
estudadas, foram identificadas trés populagdes de
células foliculares: C1, C2 e C3, sendo Cl a
menos volumosa (nucleos muito densos), C2 a de
volume intermédio (nGcleo de densidade
intermédia) e C3 a mais volumosa (ntcleos
palidos). Ao longo do ciclo estral, o volume
médio das células C1 foi similar nos foliculos
antrais médios, enquanto que nos pequenos
foliculos ocorreu hipertrofia significativa das
células de diestro para proestro (Tab. 4).
Relativamente ao volume médio do nucleo das
células C1, sd3o se observaram alteragdes
significativas durante o ciclo estral em ambas as
categorias de didmetros foliculares. Quanto as
células tipo C2 e C3, o volume médio das células
e o dos respectivos nucleos permaneceram
inalterados durante o ciclo estral nos foliculos
antrais médios, enquanto que nos pequenos
foliculos antrais foi observada hipertrofia
significativa desde o diestro até o proestro. O
volume das células C2 e C3 foi sempre superior

nos foliculos antrais médios durante o periodo de
metaestro; ndo se observaram diferengas
significativas entre as duas categorias de
didmetro folicular durante o proestro. Estes
resultados indicam que o crescimento das células
foliculares predomina na fase pré-ovulatoria dos
pequenos foliculos, momento em que os volumes
celular e nuclear das duas categorias de
didmetros foliculares se igualam.

A freqiiéncia numérica relativa dos trés tipos
celulares nas seis classes de complexos esta
condensada na Tab. 5. Pode-se encontrar a
mesma freqiiéncia numérica relativa nas regioes
proximas ou afastadas do ovocito, pois os
resultados apresentados referem-se a massa de
cumulus total para as seis classes de COCs.
Observa-se que a freqiiéncia numérica relativa
dos trés tipos celulares na massa de cumulus
depende apenas do tipo celular e tanto a regido
do cumulus quanto a interagdo tipo celular versus
cumulus ndo exerceram efeito sobre a freqiiéncia
numérica relativa.

Tabela 4. Volume médio dos tipos celulares C1, C2 e C3 e dos respectivos nucleos ao longo do ciclo

estral de Bos taurus

Tivo Diametro Volumes médios celular ¢ nuclear (mm’) durante o ciclo estral
ce{)ular folicular Metaestro Diestro Proestro
(mm) Célula Nucleo Célula Nucleo Célula Niucleo
Média 474,3a 102,2 550,6a 107,6 1103,2b 2548
la4d SEM 58,8 10,7 50,7 13,0 101,6 22,4
- ()% 0,55 0,46 0,38 0,50 0,41 0,39
Média 7453 146,6 597,4 125,8 513,7 140,6
4a8 SEM 82,8 23,8 55,3 12,2 21,8 6,0
CvV 0,42 0,61 0,41 0,43 0,19 0,19
Média 646,7a,A  196,6c,A 807,2a,A 200,2c,A 1875,8b 608,8d
la4 SEM 70,9 20,4 66,6 18,5 150,1 60,9
o cv 0,49 0,46 0,34 0,38 0,36 0,45
Média 1118,1B  3444B 1354,1B 435,9B 1267,5 4254
4a8 SEM 1285 50,3 151,7 56,7 126,1 55,7
(0% 0,40 0,55 0,50 0,58 0,44 0,59
Média 1051,8a,A 420,7¢c,A 1546,8a,A  604,6¢c,A 2748,4b 1029,2d
lad SEM 99,6 38,1 180,1 93,8 190,7 74,8
- Ccv 0,42 0,40 0,48 0,64 0,31 0,32
Média 1803,4B 666,1B 1983.,8B 776,1B 23952 990,4
4a8 SEM 168,7 77,2 1453 64,1 2282 88,9
Ccv 0,35 0,43 0,33 0,37 0,43 0,40

SEM= erro-padrao da média. Para células foliculares tipo Cl: valores com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si
(P<0,05). Para células foliculares tipo C2: valores com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si: a vs. b (P<0,001); c vs.
d (P<0,05). Valores com diferentes letras maitisculas na coluna diferem entre si (P<0,05). Para células foliculares tipo C3: valores
com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si: a vs. b, ¢ vs. d (P<0,001). Valores com diferentes letras maitisculas na

coluna diferem entre si (P<0,05).

472

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, n.4, p.465-475, 2005



Estudo estereologico comparativo de complexos cumulus-ovdcito...

Tabela 5. Percentagem numeérica relativa (%) dos tipos de células foliculares C1, C2 e C3 nos complexos
cumulus-ovocitos de Bos faurus ao longo do ciclo estral

Tipo Diametro Percentagem numérica relativa (%) durante o ciclo estral
celular folicular (mm) Metaestro Diestro Proestro
Mcédia 27,5a 15,7b,A 1,5¢
la4d SEM 2,3 3,0 0,6
Cv 0,38 0,79 1,96
Cl
Média 23,7a 2,9¢,B 3,3c
4a8 SEM 5,6 1,5 1,8
Cv 0,89 2,40 2,43
Média 45,1 32,4A 38,0A
la4d SEM 2,8 4,2 43
2 cv 0,28 0,53 0,51
Média 36,7a 19,9b,B 7,5¢,C
4a8 SEM 1,5 42 3,7
CvV 0,15 0,94 2,23
Média 27,4a,A 51,9¢c,A 60,6¢,A
la4d SEM 4,2 6,4 4,6
- Cv 0,69 0,51 0,34
Média 39,6a,B 77,2b,C 89,2¢,C
4a8 SEM 4,9 4,9 4,9
Ccv 0,46 0,28 0,24

SEM= erro-padrdo da média. Para células foliculares tipo C1: valores com diferentes letras minfisculas na linha diferem entre si: a
vs. b, b vs. ¢ (P<0,05); a vs. ¢ (P<0,001); valores com diferentes letras maiusculas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Para células foliculares tipo C2: valores com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si: a vs. b, (P<0,01); b vs. ¢, a vs. ¢
(P<0,001); valores com diferentes letras maitisculas na coluna diferem entre si: A vs. B (P<0,05); A vs. C (P<0,01).

Para células foliculares tipo C3: valores com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si: a vs. ¢ (P<0,001); a vs. b, b vs. ¢
(P<0,05); valores com diferentes letras maitisculas na coluna diferem entre si: A vs. B (P<0,05); A vs. C (P<0,01).

Quanto a freqiéncia de células tipo Cl,
observou-se reducdo significativa e constante
delas durante o ciclo estral nos pequenos
foliculos antrais, enquanto que nos foliculos
médios a redugdo estabilizou-se a partir da fase
lutea (diestro). No estudo da freqiiéncia relativa
das células C2, houve redugdo significativa dos
foliculos médios durante o ciclo, enquanto que
nos pequenos foliculos antrais a percentagem de
distribui¢do ndo se alterou. Nos pequenos
foliculos antrais a distribui¢do do tipo celular C2
foi significativamente superior durante o diestro
e o proestro (Tab. 5). Quanto a freqiiéncia
relativa das células do tipo C3, observou-se
aumento significativo delas durante todo o ciclo
estral nos foliculos antrais médios, ¢ aumento
significativo na percentagem de células C3 de
metaestro para diestro, seguida de estabilizagao,
nos pequenos foliculos. Além disso, o numero de
células C3 foi sempre significativamente maior
nos foliculos antrais médios.

Os pequenos foliculos antrais sdo caracterizados
por constante redugdo no niamero de células C1 e
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aumento de células C3 de metaestro para diestro,
mantendo inalterada a popula¢do de células C2.
Os foliculos antrais médios sdo caracterizados
pela diminui¢do constante das células C2 e pelo
aumento das células C3, enquanto que o nlimero
de células C1 diminui de metaestro para diestro,
e estabiliza-se até a ovulagdo. No entanto, a
comparagdo entre as duas categorias de foliculos
mostra que em ambos a diminuicdo da
percentagem de células Cl ¢ similar, embora
mais lenta e progressiva nos pequenos foliculos,
e mais rapida nos foliculos antrais médios. Isto &,
ambas as categorias de didmetros foliculares
apresentam o mesmo grau de desaparecimento de
células foliculares tipo Cl. Um fenémeno
semelhante foi detectado com as células tipo C3,
cuja percentagem relativa aumentou de forma
lenta e progressiva nos foliculos antrais médios,
e abruptamente nos pequenos foliculos antrais,
verificando-se, no entanto, sempre maior
percentagem relativa de células de tipo C3 nos
primeiros. Verifica-se, assim, um gradiente
continuo em que as células Cl sdo
progressivamente substituidas pelas de tipo C2, e
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estas finalmente pelas células de tipo C3. Estas
ultimas constituem a populagdo de células
foliculares predominantes durante o periodo pré-
ovulatorio. Essa descoberta vem alterar os
conceitos atuais da fisiologia folicular, pois
demonstra que as células foliculares, ao contrario
dos ovocitos, respondem aos niveis circulantes
de hormoénios, demonstrando maturacdo celular,
estrutural e funcional completa ao longo do ciclo
estral, apesar de se encontrarem em um foliculo
antral imaturo. A dissocia¢do observada entre as
células foliculares e o ovocito pode ser explicada
pela incompeténcia do citoplasma do ovocito no
processo de maturagdo, provavelmente por
reducdo de expressdo e, conseqiientemente, da
estrutura dos organelos e da acumulagdo de
RNAs,, necessarios para o ovocito apresentar
capacidade fecundante e de nmanter o
desenvolvimento embrionario. A capacidade de
resposta das células foliculares dos foliculos
antrais médios foi sempre superior, como
demonstrado pelo redugdo no numero de células
Cl e C2 face ao aumento das células C3. Pelo
contrario, os foliculos pequenos, apesar de
evidenciarem o mesmo padrdo de diferenciagao,
apresentam uma limitacdo desse padrdo, como se
constata pela manuten¢do do numero de células
C2 e pelo aumento do numero de C3, o que
comprova estarem em uma etapa de menor
capacidade evolutiva.
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