Ciéncia Rural, Santa Maria, v.38, n.2, p.416-422, mar-abr, 2008

ISSN 0103-8478

Desenvolvimento morfoldgico dos ovarios em fetos equiinos sem raca definida

Morphological development of ovaries in fetuses of cross-breed equines
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar
histologicamente o desenvolvimento ovariano pré-natal em
fetos eqiiinos sem raca definida (SRD) nos trépicos, ressaltando
surgimento e quantificagdo de ovogonias e foliculos. Foram
obtidos 131 fetos em frigorifico, os quais foram mensurados
quanto ao comprimento (cm) equivalente a distdncia
cefalococcigea (CR), seguido de corte das gonadas e fixa¢do
das amostras em Bouin por 24 horas. As idades foram
estimadas por regressdo. Foram preparados cortes histologicos
ovarianos de 7um de espessura, os quais foram corados com
hematoxilina-eosina. O surgimento de ovogonias, foliculos
primordiais, em crescimento e antrais foi verificado,
respectivamente, em fetos com CR entre 4,1 e 6,5cm (40 a 49
dias de gesta¢do (DG)); 9,1 e 12,0cm (60 a 69 DG),; 23,1 e
29,0cm (116 a 135 DG) e 50,1 e 65,0cm (201 a 245 DG). 4
quantidade madxima de ovogonias, foliculos primordiais, em
crescimento e antrais foi observada em fetos com CR entre, 4,1
e 6,0cm (40 a 49 DG); 16,1 e 23,0cm (90 a 115 DG); 29,1 e
36,0cm (136 a 155 DG) e 50,1 e 97,0cm (201 a 320 DG),
respectivamente. Os resultados sugerem que o desenvolvimento
morfologico dos ovarios fetais de eqiiinos SRD nos trépicos é
mais precoce que o observado nos relatos de literatura referentes
a estudos de eqiiinos de diversas ragas em regioes temperadas.

Palavras-chave: egqiiinos, fetos, ovdrios, desenvolvimento
gonadal.

ABSTRACT

This research research was aimed at histologically
characterizing the pre-natal ovarian development of cross-
breed equine fetuses in the tropics, observing the rise and the
quantification of oogonia and follicles. One hundred and thirty

one fetuses were obtained from a slaughterhouse, their crown-
rump length (CRL) was measured in centimeters (cm). Next,
the gonads were sectioned and the samples were placed to rest
in Bouin's liquid for 24 hours. The ages were estimated by
regression. 7um thick histological ovarian cuts were prepared
and stained with hematoxylin-eosin. Oogonia, primordial,
growing and antral follicles were observed in fetuses whose
CRL was between 4.1 and 6.5cm (40 to 49 gestation days
(GD)); 9.1 and 12.0cm (60 to 69 GD),; 23.1 and 29.0cm (116
to 135 GD); 50.1 and 65.0cm (201 to 245 GD) respectively.
The maximum amount of oogonia and of primordial, growing
and antral follicles occurred in fetuses whose CRL was between
4.1 and 6.0cm (40 to 49 GD); 16.1 and 23.0cm (90 to 115
GD); 29.1 and 36.0cm (136 to 155 GD); 50.1 and 97.0cm
(201 to 320 GD), respectively. These results suggest that the
development of cross-breed equine ovarian fetuses in the tropics
is more premature than that described in the literature on
studies of various equine breeds in temperate regions.

Key words: equine, fetuses, ovaries, gonadal development.

INTRODUCAO

Conhecimentos sobre a embriologia dos
orgdos reprodutivos sdo indispensaveis para se
entender a patogenia de muitas anomalias das gonadas
e estruturas acessorias. No caso do ovario eqilino, este
difere daqueles de outras espécies de mamiferos
domésticos por desenvolver modificagdes expressivas
durante a fase fetal, apresentar fossa ovarica, parte
central do parénquima correspondente ao tecido
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cortical, abundante estroma fibroso e conter,
freqiientemente, tecido adrenocortical ectopico
(McENTEE, 1993). Deste modo, a estrutura, fungdes e
distirbios do ovario eqiiino s6 podem ser entendidos
se o desenvolvimento pré-natal da gonada for
conhecido.

As gonadas de eqiiinos na fase pré-natal
atraem interesse devido ao seu tamanho expressivo,
resultante do elevado numero de células intersticiais.
Tem-se conhecimento da existéncia de marcante
semelhanga entre células luteais, hepaticas e
intersticiais das gonadas de fetos dessa espécie e
também, que as gonadas de fetos eqiiinos de 7 a §
meses sdo maiores do que os ovarios da égua no mesmo
periodo de gestagdo (GINTHER, 1992).

Os primeiros estudos e descrigdes
histolégicas das gonadas fetais eqiliinas foram
realizados por COLE et al. (1933), os quais associaram
o desenvolvimento da gonada fetal com a condigdo
dos ovarios maternos e concentragdes hormonais
plasmaticas nas éguas. Diversas pesquisas tém sido
associadas com a morfologia das estruturas ovarianas
fetais (GONZALEZ-ANGULO et al., 1975; HAY &
ALLEN, 1975; MERCHANT-LARIOS, 1979), aspectos
bioquimicos (GINTHER, 1987; HAY & ALLEN, 1975) ¢
desenvolvimento celular (DEANESLY, 1975; 1977,
GINTHER, 1979; WALT etal., 1979).

As gonadas originam-se de espessamentos
conhecidos como cristas gonadicas, que se formam no
tergo médio dos ductos mesonéfricos. No embrido, as
células germinativas primordiais migram do endoderma
do saco vitelino para as cristas gonadicas e, logo apds
o término dessa migracdo, inicia-se a diferenciagdo
gonadal, passando estas células a serem denominadas
ovogodnias ou espermatogdnias. Na espécie eqiiina, o
processo de diferenciagdo gonadal ocorre entre 39 e 45
dias de gestagdo (DG) (GONZALEZ-ANGULO et al.,
1971; MERCHANT-LARIOS, 1979).

Fenomenos que ocorrem durante o
desenvolvimento embriondrio e fetal terdo seus efeitos,
muitas vezes, observados apenas quando o animal
alcanga a puberdade. Isso posto, torna-se necessario
amplo conhecimento acerca do comportamento de
animais criados sob condigdes tropicais, surgindo
especial interesse no desenvolvimento de pesquisas
na area reprodutiva, sendo fundamental o inicio dos
estudos pela origem e diferenciagdo dos 6rgaos sexuais.

Estudos sobre o desenvolvimento pré-natal
das gonadas em eqiiinos foram feitos, na sua maioria,
em animais criados em condi¢des temperadas, sendo
inexistente trabalhos relacionados ao assunto
envolvendo eqiiinos criados sob clima tropical. Assim,
este trabalho teve como objetivo caracterizar

histologicamente o desenvolvimento morfolégico
ovariano pré-natal de fetos eqiiinos sem raga definida
nos tropicos, evidenciando o surgimento ¢
quantificacdo de ovogonias e foliculos primordiais, em
crescimento e antrais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 131 fetos de éguas
gestantes sem raga definida, colhidos no Frigorifico
Pomar Ltda situado em Araguari, MG. Estes foram
medidos em comprimento (cm), equivalente a distancia
cefalococcigea (CR) e identificados quanto ao sexo por
observacdo macroscopica. Retirou-se um fragmento
medial dos ovarios fetais biseccionando-se
transversalmente a génada no seu tergo médio, seguido
de fixag@o em Bouin por 24 horas.

Apbs, as amostras foram colocadas em
frascos contendo alcool a 50% por mais 24 horas e,
posteriormente, transferidas para recipientes com
alcool a 70%, onde ficaram armazenadas até o momento
da preparagdo histoléogica. As amostras foram
seccionadas com micrétomo em cortes de 7um de
espessura, sendo que a cada 250um coletaram-se trés
cortes, conforme a técnica descrita por VIGIER et al.
(1976). Foi realizada a colorag@o dos cortes histologicos
com hematoxilina-eosina de acordo com MICHALANY
(1980), estando as laminas prontas para analise em
microscopia de luz.

Devido a escassez de dados em relagdo ao
periodo de gestagdo dos animais desembarcados no
frigorifico, os comprimentos fetais foram obtidos
previamente a fixagdo das amostras. Diante dessas
informagdes, calcula-se no presente trabalho a formula
deregressdo, DG=22,623+4,2528 CR -0,0124 CR? (P*=
0,98), para estimativa da idade gestacional, utilizando-
se o software S-Plus® Professional (2000). A partir desta
equacdo, os fetos foram distribuidos em classes, em
funcdo da CR e DG, como demonstrado na tabela 1.

Os cortes histologicos foram analisados por
microscopio de luz Olympus BX40 e os resultados
expressos por area ovariana de 1000pm?. O ovario fetal
da espécie eqiiina, por apresentar caracteristicas
particulares, ndo possibilitou calcular o numero das
varias estruturas por volume ovariano total, devido ao
fato das proporgoes da cortical e medular se modificarem
constantemente durante o decorrer da gestagdo. A
documentagdo fotografica para tipificagdo e
quantifica¢do das estruturas ovarianas (ovogonias e
foliculos primordiais, em crescimento e antrais), foram
realizadas por meio do software HLimage++97, sendo
as imagens digitalizadas com aumento de 800x.
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Tabela 1 - Fetos eqiiinos sem raga definida distribuidos em fungéo
da distancia cefalococcigea (CR) e dias de gestagdo.

Numero de amostras CR (cm) DG (dias)
12 4,1-6,5 40-49
15 6,6-9,0 50-59
12 9,1-12,0 60-69
13 12,1-16,0 70-89
13 16,1-23,0 90-115
18 23,1-29,0 116-135
10 29,1-36,0 136-155
08 36,1-50,0 156-200
09 50,1-65,0 201-245
05 65,1-81,0 246-280
16 81,1-97,0 281-320

RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a falta de dados em relagdo ao
periodo gestacional das fémeas abatidas no frigorifico
onde as amostras fetais foram coletadas, optou-se por
mensurar a CR dos fetos, com a expectativa de conseguir
ajustar as medidas ao grafico adaptado de BERGIN et
al. (1967), o qual estima a idade gestacional a partir da
CR. Como nao foi possivel esta adaptacdo, os
resultados foram descritos apenas em CR, assim como
no trabalho de GONZALEZ-ANGULO etal. (1971) e
MERCHANT-LARIOS (1979), os quais também
utilizaram amostras obtidas de fémeas abatidas em
frigorifico. Por outro lado, ndo houve como comparar
os resultados obtidos neste trabalho aqueles de
DEANESLY (1975), HAY & ALLEN (1975) e WALT et
al. (1979), os quais descreveram seus resultados em
DG, por obterem suas amostras a partir de laparotomia
ou necropsia das fémeas apds data da cobertura
controlada. Contudo, baseado no modelo de grafico
de BERGIN etal. (1967), desenvolveu-se neste trabalho
uma formula de regressdo, possibilitando a descrigéo
dos resultados simultaneamente em DG e CR. Cumpre
ressaltar ainda que, a comparacdo entre autores fica
comprometida, pois segundo BERGIN et al. (1967),
nenhum relato da embriologia eqiiina é fundamentado
ou justificado completamente, além do que
detalhamentos em fetos da mesma idade gestacional
variam mais do que 50%, devido as diferengas nas
técnicas, variagdes entre ragas e problemas na
determinacdo da idade fetal.

Neste trabalho, as ovogoénias foram
encontradas em todas as amostras com CR superior a
4,1cm (40 DG), sempre limitadas a regido cortical,
localizada na periferia das gonadas, fato também
observado por GINTHER (1992). Isto comprova a
divisdo do ovario fetal eqiiino entre camadas cortical e

medular desde a distingdo sexual macroscépica até
proximo ao nascimento, embora estas regides ainda
ndo se apresentem invertidas no estroma ovariano
como em fémeas adultas.

Como exposto na tabela 2, as ovogonias
puderam ser observadas em varios estagios
gestacionais, sendo que com o desenvolvimento fetal
a quantidade destas células diminui progressivamente.
Estas estruturas foram encontradas organizadas em
camadas ou agrupadas em corddes celulares dentro
do cortex ovariano (Figura 1).

As ovogobnias apresentaram-se em nimero
expressivo até em fetos com CR entre 9,1 e 12,0cm (60 a
69 DG). Em fetos com CR entre 16,1 €23,0cm (90a 115
DG) o nimero dessas células comegou a diminuir
gradativamente até desaparecerem naqueles com CR
entre 65,1 e 81,0cm (246 a 280 DG). Esses dados
contrapdem-se aos achados por DEANESLY (1977),
que verificaram nimero crescente de ovogonias por
voltade 102 DG.

Os relatos de GONZALEZ-ANGULO et al.
(1971) demonstram que aos 150 DG poucas ovogodnias
sdo encontradas. Neste trabalho, ao contrario, tais
células foram identificadas em namero substancial,
considerando-se a mesma fase gestacional. DEANESLY
(1977) citou que aos 75, 100, 120 e de 150 a 197 DG, as
ovogodnias sdo comuns, com subseqiiente diminui¢ao
entre 200 e 207 DG, fato calcado na hipotese de que em
eqliinos o impulso ovogénico desaparece gradualmente
por volta de 210 DG. Semelhantemente, foi observado
nesta investiga¢do que o numero de ovogdnias
diminuiu lentamente a partir de fetos com CR entre 12,1
e 16,0cm (70 a 89 DG), verificando-se brusca redugéo
nos ovarios de fetos com CR entre 36,1 € 65,0cm (156 a
245 DG) e completo desaparecimento a partir dessa
fase (Tabela 2).

Neste experimento, as ovogdnias
diminuiram em numero a partir de amostras com CR
entre 9,1 ¢ 12,0cm (60 a 69 DG), ¢ foram encontradas em
pequena quantidade nos ovarios de fetos com CR entre
29,1 e 36,0cm (136 a 155 DG). Em contrapartida,
DEANESLY (1977) encontrou ovogoénias em maior
atividade aos 150 DG. Este fato pode ser explicado por
provavel diminui¢do da atividade mitdtica das
ovogonias e possivel inicio de apoptose celular.

Nos fetos com CR entre 9,1 e 12,0cm (60 a 69
DGQG), observaram-se ovocitos sendo contornados por
células foliculares planas, com a conseqiiente formagao
dos foliculos primordiais (Figura 2). Pela analise da
tabela 2, verifica-se que o nimero de foliculos
primordiais aumentou gradativamente nas gdnadas
fetais com CR entre 12,1 € 16,0cm (70 a 89 DG), com a
fase de CR entre 23,1 ¢ 29,0cm (116 a 135 DG)
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Tabela 2 - Valores médios do niimero de ovogonias (OG), foliculos primordais (FP), em crescimento (FC) antrais (FA), por area média de
1000um?, em fungéo da distancia cefalococcigea (CR) e dias de gestacdo (DG), em ovarios de fetos eqiiinos sem raga definida.

Distancia Cefalococcigea e Dias de Gestagao

CR (cm) 4,1-6,5 6,6-9,0 09,1-12,0 12,1-16,0 16,1-23,0 23,1-29,0 29,1-36,0 36,1-50,0 50,1-65,0 65,1-81,0 81,1-97,0

ais) 40-49  50-59  60-69  70-89  90-115  116-135 136-155  156-200 201-245  246-280  281-320
N* 12 15 12 13 13 18 10 08 09 05 16
0G 378 278 278 227 1,59 1,32 1,29 0,73 0,55
(#094) (+043) (+046) (*0,77) (+£0,68) (+0,78) (£0,63) (£045) (£030)
ep 0,40 0,80 1,04 0,99 0,81 0,67 0,53 0,42 0,24
(£029) (£0,50) (£0,39) (£041) (+042) (£041) (£0,35) (*0,18) (+0,11)
- 0,10 0,10 0,13 0,29 0,28 0,29
(£0,00) (£0,00) (*058) (*0,14) (£0,12) (£0,12)
A 0,10 0.10 0,10

(£0,00)  (*0,00) (+0,20)

* niimero de amostras em cada classe de distancia cefalococcigea ou periodo gestacional.

caracterizada pelo inicio da diminui¢do dos mesmos, Os foliculos primordiais apresentaram-se em
atingindo os menores valores nos fetos com CR entre numeros maximo e minimo nas amostras com CR entre
81,1e¢97,0cm (2812320 DG). 16,1¢23,0cm(90a115DG) e 81,1 €97,0cm (281 2320

Figura 1 - Fotomicrografia de corte histologico de ovario de feto eqiiino sem raga definida. Setas delimitam os ninhos
de ovogonias. HE. Aumento 800x.
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Figura 2 - Fotomicrografia de corte histologico de ovario de feto eqiiino sem raca definida. Observa-se foliculo
primordial (seta) com ovdcito contornado por células foliculares planas. HE. Aumento 800x.

DQG), respectivamente (Tabela 2). Esses achados
discordam de DEANESLY (1975; 1977), que constatou
presenga freqiiente de foliculos primordiais aos 150 e
300 DG eraraaos 75,102, 116, 197,200 € 207 DG. Isto
caracteriza formagao folicular antecipada em relagdo
ao descrito na literatura.

Neste trabalho, foram considerados
foliculos em crescimento (Figura 3) tanto aqueles
contornados por camada tnica de células foliculares
cubicas (foliculos primarios) como também os
envolvidos por mais de uma camada de células
foliculares cubicas (foliculos secundarios). Os foliculos
em crescimento foram primeiramente observados em
fetos com CR entre 23,1 €29,0cm (116 a 135 DG), em
pequeno nimero, periodo este inferior ao encontrado
na investigagdo de DEANESLY (1977), que descreveu
foliculos primordiais em inicio de crescimento a partir
de 275 DG, apresentando células cubodides formando
camadas ao redor dos ovocitos. Nos fetos com CR
entre 36,1 e 50,0cm (156 a 200 DG) estes ainda foram
verificados em nimero reduzido. O nimero desses
foliculos permaneceu baixo com o progredir do
desenvolvimento fetal, alcancando o maximo em fetos
com CR entre 50,1 € 97,0cm (201 2320 DG). No estagio
de CR entre 81,1 e 97,0cm (281 a 320 DQG) deste
experimento, tais foliculos apresentaram-se em niimero

expressivo (Tabela 2), porém iniciaram crescimento mais
precocemente em relagdo aos relatos da literatura.

Foliculos secundarios com evidéncia de
formacdo de antro e foliculos com antro totalmente
formado (foliculos terciarios) (Figura 4) foram incluidos
na categoria de foliculos antrais. Detectaram-se os
primeiros foliculos antrais em ovarios de fetos eqiiinos
com CR entre 50,1 € 65,0cm (201 a 245 DG) em pequeno
namero. Estes ainda puderam ser encontrados nos
fetos com CR entre 65,1 € 81,0cm (246 a280 DG) e entre
81,1e¢97,0cm (281 a 320 DG) (Tabela 2). Os primeiros
foliculos antrais observados neste trabalho foram
detectados em ovarios de fetos eqiiinos com CR entre
50,1 e 65,0cm (201 a 245 DG), ndo se encontrando na
literatura cientifica relatos referentes ao periodo
gestacional em que esses freqiientemente aparecem. A
presenga de poucos foliculos antrais no periodo pré-
natal pode ser uma caracteristica da espécie eqiiina,
sendo que DEANESLY (1977), na sua pesquisa,
identificou um tnico foliculo antral.

Pode-se inferir que o nimero de amostras
utilizadas neste trabalho ¢ superior aos encontrados
na literatura, por exemplo, HAY & ALLEN (1975), os
quais estudaram ovarios de quatro fetos; GONZALEZ-
ANGULO etal. (1975), que analisaram gonadas de cinco
fetos; DEANESLY (1975; 1977), o qual estudou 17 fetos;

Ciéncia Rural, v.38, n.2, mar-abr, 2008.



Desenvolvimento morfologico dos ovarios em fetos eqiiinos sem raga definida. 421

Figura 3 - Fotomicrografia de corte h1stologlco de ovario de feto eqiiino sem raca definida. Setas indicam fohculos em
crescimento com ovocitos contornados por células foliculares ciibicas. HE. Aumento 800x.

WALT et al. (1979), que trabalharam com 21 fetos e MERCHANT-LARIOS (1979), com 36 fetos. O niimero

B

Figura 4 - Fotomicrografia de corte histologico de ovario de feto eqiiino sem raga definida. Verifica-se foliculo
antral com boa defini¢do histologica. Antro (AN). HE. Aumento 800x.

Ciéncia Rural, v.38, n.2, mar-abr, 2008.
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de amostras utilizadas pode ter influenciado
individualmente os valores médios obtidos em cada
trabalho. E importante salientar que o elevado niimero
de amostras nesta pesquisa, permitiu que o
desenvolvimento ovariano pré-natal fosse descrito em
todos os periodos gestacionais, o que ndo foi
demonstrado nos trabalhos disponiveis na literatura.

CONCLUSOES

O desenvolvimento morfolégico dos
ovarios fetais de eqiiinos sem raga definida nos
tropicos ocorre antecipadamente em relagdo ao
observado em estudos que utilizam ragas de eqiiinos
criadas em regides temperadas.
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