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DIFFERENT REPRODUCTIVE STAGES AND OVARIAN SITUATION
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RESUMO

O presente trabalho descreve os efeitos do estdgio
reprodutivo (animais impiiberes, adultos ndo-gestantes e gestan-
tes), posicdo anatémica do ovdrio (direito e esquerdo) presenca
de corpo liteo funcional, peso do ovdrio e nimero de foliculos
antrais superficiais (FAS) sobre o niimero de foliculos pré-antrais
(FPA) isolados mecanicamente. Os FPA isolados foram divididos
em 3 classes a saber: primordiais, primdrios e secunddrios. O
niimero médio (+ EP) de FPA isolados por ovdrio foi de 1.324 +
193; 866 £ 170 e 779 £ 139, respectivamente para ovdrios oriun-
dos de animais impuberes, ndo-gestantes e gestantes, sendo
observada diferenca significativa somente entre animais impiibe-
res e gestantes. A posi¢do anatémica do ovdrio (exceto para os
animais ndo-gestantes) e a presenca ou auséncia de corpo liiteo
ndo exerceram nenhum efeito sobre o niimero e distribui¢do dos
FPA isolados. De um modo geral, o nimero de foliculos primdri-
os e secunddrios foi negativamente correlacionado com o peso
ovariano. Jd o niimero de foliculos primordiais e secunddrios foi,
respectivamente, positiva e negativamente correlacionado com o
niimero de FAS. Analisando as categorias de animais isolada-
mente, observou-se que, nos animais impiberes, o numero de
Joliculos primordiais foi positivamente correlacionado com o
niimero de FAZ, enquanto que o niimero de foliculos primdrios e
secunddrios foi negativamente correlacionado com o niimero de
FAS. No tocante a categoria de animais gestantes, o niimero de
Joliculos primdrios foi negativamente correlacionado com o peso
ovariano. Dependendo da categoria de ovdrios estudada, foram
observadas associagées significativas entre o mimero de foliculos
primordiais, primdrios e secunddrios.

Palavras-chave: foliculos pré-antrais, estdgio reprodutivo, corpo
liteo, ovdrio, caprino.

SUMMARY

The aim of this study was to describe the effects of
reproductive stages (pre-pubertal, non-pregnant and pregnant
adult animals), ovarian anatomic position (left or right), presence
of functional corpus luteum, ovarian weight and number of su-
perficial antral follicles on the number of preantral follicles
mechanically isolated. The mean number (mean + SEM) of iso-
lated preantral follicles per ovary was 1,324 £ 193, 866 £ 170
and 779 £ 139, respectively for prepubertal, non-pregnant and
pregnant adult animals. Anatomic position (except for non-
pregnant animals) and the presence or absence of corpus luteum
did not affect the number and distribution of isolated preantral
Sfollicles. In general, the number of primary and secondary folli-
cles was negatively correlated with the ovarian weight. The
numbers of primordial and secondary follicles were, respectively,
positively and negatively correlated with the number of superfi-
cial antral follicles. Analyzing animal categories separately, it
was observed that in prepurbetal animals, the number of primor-
dial follicles was positively correlated with the number of superfi-
cial antral follicles. However the numbers of primary and secon-
dary follicles were negatively correlated with the number of
superficial antral follicles. In the category of pregnant animals,
the number of primary follicles was negatively correlated with the
ovarian weight. According to ovary category analyzed, were
observed significant correlation between the number of primor-
dial, primary and secondary isolated follicles.
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INTRODUCAO

O niimero de foliculos ovarianos pré-
antrais em mamiferos domésticos é estabelecido
durante a vida fetal, no fim da multiplicagio oogoni-
al (RUSSE, 1983). Estudos histolégicos mostraram
que a populagdo de foliculos ovarianos pode ser
afetada por vérios fatores como genéticos, etdrio
(ERICKSON,  1966b), racial (CAHILL &
MAULEON, 1980) e niveis hormonais (PETERS,
1976). In vitro, foliculos ovarianos pré-antrais isola-
dos, mecanica ou enzimaticamente, tm sido inves-
tigados por diversos pesquisadores em diferentes
espécies domésticas como 0s bovinos
(FIGUEIREDO et al., 1993; NUTTINCK et al.,
1993), suinos (GREENWALD & MOOR, 1989) e
felinos JEWGENOW & PITRA, 1993). Recente-
mente, foliculos pré-antrais de fetos ovinos foram
isolados enzimaticamente (CARAMBULA et al.,
1996). RODRIGUES et al. (1996) demonstraram
que um grande nimero de foliculos pré-antrais pode
ser isolado mecanicamente a partir de ovérios capri-
nos. Os resultados deste estudo, bem como os de
outros autores referidos acima, revelaram uma gran-
de varia¢do individual no tocante ao ndimero de
foliculos pré-antrais isolados por ovério. Entretanto,
a causa desta variagdo ainda ndo € conhecida.

O objetivo deste estudo foi verificar se a
fase reprodutiva da fémea caprina (animais impiibe-
res, adultos ndo-gestantes e gestantes), posicdo ana-
tomica dos ovdrios (direito e esquerdo), presenga de
corpo liteo funcional, peso e nimero de foliculos
antrais superficiais podem afetar o nimero e distri-
bui¢do de foliculos pré-antrais caprinos, isolados
mecanicamente.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste experimento, foi
utilizado um total de 52 ovérios provenientes de
cabras em diferentes estagios reprodutivos, a saber:
animais impiiberes (IMP) - n=18; adultos nfo-
gestantes (ANG) - n=16 e adultos gestantes (AG) -
n=18. Os ovdrios foram extraidos cirurgicamente por
ovariectomia no laboratério ou coletados em mata-
douros locais.

Imediatamente apds a coleta (cirtdrgica ou
em matadouro), os ovdrios foram lavados com dlco-
ol a 70% por 10 segundos e, em seguida, com solu-
¢80 salina a 0,9%. Apés a lavagem, os ovérios foram
colocados em frascos, contendo também solugdo
salina a 0,9%, mantidos a uma temperatura de 37° C

e conduzidos ao laboratério dentro de uma caixa
térmica. Antes de iniciar o processo de isolamento
dos foliculos pré-antrais, os ovérios foram caracteri-
zados morfologicamente. Todos os ovérios foram
analisados e registrados os dados referentes 4 posi-
¢&o anatdbmica (ovdrios direito e esquerdo), peso (g),
presenga ou auséncia de corpo hiteo (CL) funcional,
corpo dlbicans (CA) e niimero de foliculos antrais
superficiais (FAS).

O isolamento folicular foi realizado se-
gundo o protocolo descrito por RODRIGUES et al.
(1996), no maximo 1 hora apés a coleta dos ovérios.
Ap6és o isolamento folicular, os foliculos pré-antrais
isolados foram classificados em primordiais, prim4-
rios e secunddrios, segundo HULSHOF et al
(1994).

Para comparar as médias obtidas para os
pardmetros peso dos ovdrios e o nimero de FAS
entre as diferentes categorias de animais, foi utiliza-
do o teste-t. Os efeitos do estdgio reprodutivo do
animal, posi¢do anatdmica do ovério (direito ¢ es-
querdo) e presenga de corpo liteo sobre o ndmero,
bem como a distribui¢do dos foliculos pré-antrais
isolados nas trés classes foram avaliados pelo teste
de Whitney-Mann, considerando-se que os dados
nao obedeceram a uma distribui¢io normal. A cor-
relagdo dc Spearman foi utilizada para verificar as
associagdes entre o nimero e a distribuicdo dos
foliculos isolados e o nimero de foliculos antrais
superficiais, bem como o peso ovariano. A mesma
correlagdo foi utilizada para testar as associacdes
entre o numero de foliculos pré-antrais isolados nas
diferentes classes (primordiais, primarios e secund4-
rios). Os resultados serdo expressos sob a forma de
média * erro padrio da média (EP) e considerados
significativos quando P<0,05.

RESULTADOS

Os valores médios obtidos para o peso (g)
¢ nimero de FAS macroscopicamente visiveis so
mostrados na Tabela 1. Analisando os ovdrios por
categoria de animais (impiberes, ndo-gestantes e
gestantes), verificou-se que o peso dos ovdrios de
animais imptberes foi significativamente inferior
(P<0,05) quando comparados com os ovdrios de
animais ndo-gestantes e gestantes. No tocante ao
nimero de FAS, nenhuma diferenga significativa foi
observada entre as 3 categorias de ovérios estudadas.
Considerando o ntimero total de ovarios analisados,
uma média de 994 + 101 foliculos pré-antrais foram
isolados por ovdrio. Respectivamente, para os ovdri-
os de animais imptberes, ndo-gestantes e gestantes,
o nimero de foliculos isolados foi de 1.324 + 193;
866 £ 170 e 779 £ 139 (Tabela 1). Verificou-se que
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Tabela 1 - Valores médios
s ~ mais impuberes, néo-

isoladamente, observou-se
que, nos animais impube-

Estdgio Reprodutivo N Pes,o‘:(kg) :

res, o numero de foliculos
primordiais foi positiva-
mente correlacionado com

Impiberes 18 04%011° 24%47
Nio-gestantes 16 11+007° 00+35 | |
Gestantes 18 ‘ .7

13242192
86641700
. moeted.

o numero de FAS, en-

cunddrios foi negativa-

389 ~ quanto que o nuimero de
~ 70-2559  foliculos primdrios e se-
152 - 2430

Valor médio do Total 52

mente correlacionado com
o numero de FAS. Ja a
Tabela 3 mostra as associ-

0 (P<0,05) na mesma coluna.

o niimero de foliculos isolados nos animais impube-
res e gestantes foi significativamente diferente
(P<0,05). Os resultados mostraram também que
independente da origem do ovdrio, o nimero de
foliculos pré-antrais isolados por ovdrio foi extre-
mamente varidvel. Os limites minimo e maximo
dessa variacao foram, respectivamente, 70 e 2.974
foliculos por ovario.

No que concerne ao efeito da posi¢do
anatomica do ovdrio sobre o nimero total de folicu-
los pré-antrais isolados, de um modo geral, o nime-
ro médio de foliculos pré-antrais isolados entre os
ovirios direito ¢ esquerdo nao diferiram significati-
vamente (P>0,05), exceto nos animais nao-gestantes,
nos quais o ovdrio direito superou o esquerdo
(P<0,05). No tocante a distribui¢ao folicular, consi-
derando-se o numero total de ovarios analisados,
observou-se que o nimero de foliculos primordiais,
primarios e secundarios isolados diferiram significa-
tivamente (P<0,05) nos ovarios direito e esquerdo.
Resultados similares foram observados para os ani-
mais gestantes em ambos 0s ovarios, € nos animais
ndo-gestantes somente para os ovdrios esquerdos.

O nimero médio de foliculos pré-antrais,
isolados nos ovarios com e sem corpo liteo, foi de
799 + 193 e 838 £ 174 respectivamente, mostrando
que ndo houve efeito significativo da presenca do
corpo liteo sobre o nimero de foliculos isolados.
Foi verificado ainda que, tanto na presen¢a, como na
auséncia do corpo liteo, o nimero de foliculos iso-
lados diminui significativamente dos primordiais
para os secunddrios.

Pode-se observar na Tabela 2 os resulta-
dos das associacdes entre o numero e distribui¢do de
foliculos pré-antrais e o peso do ovério e nimero de
FAS. De um modo geral, o nimero de foliculos
primdrios e secunddrios foi negativamente correlaci-
onado com o peso ovariano. J4 o nimero de folicu-
los primordiais e secunddrios foi, respectivamente,
positiva e negativamente correlacionado com o nu-
mero de FAS. Analisando as categorias de animais

acdes entre o numero de

foliculos primordiais, pri-

madrios e secunddrios iso-
lados. No tocante a categoria de animais gestantes, o
numero de foliculos primdrios foi negativamente
correlacionado com o peso ovariano. Dependendo da
categoria de ovdrios estudada, foram observadas
associagoes significativas entre o nimero de folicu-
los primordiais, primdrios e secunddrios.

DISCUSSAO

Do total de ovérios analisados, foi obser-
vado que os valores encontrados para o0 peso ovaria-
no em animais adultos gestantes e ndo-gestantes foi
superior aquele observado em animais impuberes.
Esta constatac@o € explicada pelo fato de, diferente-
mente de animais jovens, os ovdrios oriundos de
animais adultos (gestantes e ndao-gestantes) conterem
um maior contetdo fibroso (NICOSIA et al., 1975)
e poderem apresentar corpo(s) liteo(s), os quais
contribuiriam para aumentar o peso dos ovdrios
(GONZALEZ-STAGNARO & MADRID-BURY,
1993).

Estudos histolégicos em bovinos descre-
veram que o nimero de foliculos pré-antrais perma-
nece estavel até o quarto ou sexto ano de vida, decli-
nando, consideravelmente, em animais de idade bem
avancada (ERICKSON, 1966b). No presente estudo,
observou-se que o nimero de foliculos pré-antrais
caprinos, isolados mecanicamente nos animais nao-
gestantes, nao diferiu significativamente do nimero
de foliculos pré-antrais isolados nos animais impu-
beres e gestantes. Portanto, estes resultados estdo de
acordo com a assertiva anterior e sugerem que O
numero de foliculos pré-antrais € pouco alterado em
animais com idade viavel para desempenhar uma
atividade reprodutiva. Ao contrario, o nimero de
foliculos pré-antrais, isolados em animais impube-
res. foi superior aquele isolado em animais adultos
gestantes discordando das observagdes histologicas
de ERICKSON (1966b). Porém, este resultado pode
ser devido a fatores como a presenca de maior con-
tetdo fibroso e tecido cicatricial (corpo dlbicans) nos
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Tabela 2 - Associagdes entre o nimero de foliculos pré-antrais isolados e o peso ovariano e nimero de

querdo nao diferiram
significativamente.
De acordo com estu-

dos histolégicos de
FAS ERICKSON (1966a)

em bovinos e de

FAS.
_PESO
Estagio Classés . Classes
Reprodutivo  Primordial ~ Primaério Secunddrio Primordial  Primério Secundario

KOERING et al
(1994) em primatas,
nao existe diferenca

Imptiberes 0,2542 03693  -0,3076

L significativa no nu-

Niio-gestantes 03051 01239 00552 ':”%3)29?)2 .g’;gig% | _g’%g meny ik dekiculey
40-gestantes ,305] 5 Wadd e o -0l ,2011 -0, £_ o 5 o
Gestantes 00808 05262 02169 20,0921 0,4366 0,3618 pré-antrais  (primor
diais) observados en-

tre ambos 0s ovarios.

TOTAL Qo176 03836 - 93 05014 -0,1632 -0.2761° Em caprinos, no caso

de animais ndo-

Hork

(P<0,05)""; (P<0,005)"""; (P<0,001) "*"; (P<0,0001)

Tabela 3 - Associagdes entre o ntimero de foliculos primordiais, primdrios e secundérios nos

diferentes estdgios reprodutivos.

gestantes, 0 numero
de foliculos isolados
nos ovdrios direitos
superou o nimero de foliculos
isolados nos ovdrios esquer-
dos. A razdo para este resulta-

do, porém, ¢ desconhecida. No

CLASSES DE FOLICULOS tocante ao corpo liteo, este
, estudo mostrou que a presenca
Estagio - - - o _ desta estrutura ndo afetou,
Reprodutivo Primordial X Primdrio Primdrio X Secundédrio Primordial X Secunddrio significativamente, o nimero
e a distribui¢ao de foliculos
Biipibates 07750 0.8039"" 0,8555™ pré-antrais isolados nas dife-
Néo-gestantes 0.5929" 02130 05192 rentes classes. Estes resultados
Gestantes 0,3189 0,5843" 0,2161 confirmam os de outros auto-
res, 0S quais mostraram que o
o processo de ativacdo e cresci-

TOTAL -0,0554 0,6211 -0,1300

mento dos foliculos ovarianos

(P<0,05); ' (P<0,0005); ™" (P<0,0001)

ovdrios de animais adultos (gestantes). A presenca
destes tecidos aumenta a rigidez e resisténcia do
tecido ovariano ao corte no cortador de tecidos,
conseqiientemente, reduzindo o rendimento do iso-
lamento  mecanico de foliculos pré-antrais.
FIGUEIREDO et al. (1993) também demonstraram
que o nimero médio de foliculos pré-antrais isolados
variou, significativamente, conforme o estdgio re-
produtivo da fémea bovina (fetos, novilhas e vacas
adultas). No presente trabalho, apesar da quantidade
de foliculos pré-antrais isolados nos animais impu-
beres ter sido numericamente superior aquela obser-
vada para os animais ndo-gestantes, a difereng¢a nio
foi significativa. Este resultado pode ser devido a
grande variagdo individual no nimero de foliculos
isolados nas categorias de ovario estudadas.

No tocante a posi¢do anatomica do ova-
rio, exceto para os animais nao-gestantes, 0 nimero
de foliculos isolados entre os ovdrios direito e es-

(foliculogénese), uma vez
iniciado, nd3o mais serd cessa-
do, continuando ininterrupta-
mente, inclusive por ocasido
da  gestacdo, pseudogestacio e  lactagio
(HIRSHFIELD, 1991; SAUMANDE, 1991).

Considerando o ndmero total de ovarios
analisados (direito e esquerdo) e igualmente para os
animais gestantes e nao-gestantes, nestes ultimos
somente para o ovario esquerdo, observou-se que o
numero total de foliculos isolados decresceu, signifi-
cativamente, dos foliculos primordiais para os se-
cunddrios. Estes dados estdao de acordo com aqueles
relatados em fetos ovinos (CARAMBULA ef al.,
1996). ERICKSON (1986) mostrou que, em huma-
nos, os foliculos primordiais correspondem a 90%-
95% da populagdo total de foliculos no ovario. No
tocante as diferengas encontradas entre o niimero de
foliculos primdrios e secunddrios isolados nos ani-
mais impuberes, resultados similares também foram
descritos em bovinos (FIGUEIREDO et al., 1993;
HULSHOF et al, 1994) e em felideos
(JEWGENOW & STOLTE, 1996).
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Neste trabalho também foram estudadas
as associagdes entre o nimero de foliculos pré-
antrais isolados e o peso do ovério e nidmero de
foliculos antrais superficiais. Considerando o nime-
ro total de ovdrios analisados, verificou-se que o
numero de foliculos primérios e secundirios foi
negativamente correlacionado com o peso ovariano
e o nimero de FAS. No que concerne aos animais
gestantes, fol observado uma correlacdo negativa
entre o numero de foliculos primérios e o peso ova-
riano. Acredita-se que os resultados obtidos em
relagfo ao peso do ovdrio estejam diretamente rela-
cionados com a composi¢io do tecido ovariano,
onde ovdrios mais pesados podem apresentar maior
contetido fibroso, proporcionando, portanto, uma
maior dificuldade no processo de isolamento folicu-
lar. No que concerne aos FAS, a presenca destes
poderia afetar, dramaticamente, o fluxo sangiiineo
em determinadas regides do ovario, alterando a
passagem normal de nutrientes para os foliculos e,
conseqiientemente, reduzindo o nimero de foliculos
em crescimento (primdrios e secundérios) (HIRSH-
FIELD, 1991). No caso dos foliculos primordiais, o
seu niimero foi positivamente correlacionado com os
FAZ, tanto para o total de ovarios analisados como
para a categoria de animais impuberes. Isto pode ser
devido ao fato de que a presenca dos FAS poderia
estar impedindo a ativagio dos foliculos primordiais,
causando o actimulo destes foliculos no “pool” de
reserva.

No tocante a relacfio entre as classes de
foliculos isolados e considerando o total de ovérios
analisados, observou-se que o nimero de foliculos
primdrios e secunddrios foi positivamente correlaci-
onado. A partir do momento em que um foliculo
primordial torna-se ativo (foliculo primario), h4 uma
grande probabilidade que o mesmo torne-se um
foliculo secunddrio, visto que os foliculos ovarianos
podem seguir somente dois destinos, isto é, continu-
ar o seu crescimento ou ser eliminado por atresia.
Como na fase pré-antral da foliculogénese, o proces-
so de atresia, ou morte folicular, é menos fregiien-
temente observado do que na fase antral (LUSSIER
et al., 1987, HIRSHFIELD, 1988), haveria uma
tendéncia a proporcionalidade entre o ndmero de
foliculos primdrios e secundérios. Vdrias hipéteses
foram sugeridas por diferentes pesquisadores no
sentido de esclarecer os mecanismos envolvidos na
ativagio dos foliculos primordiais. EDWARDS et
al. (1977) propuseram que o nimero de foliculos
pré-antrais que deixa o pool de reserva (foliculos
primordiais) ¢é predeterminado  geneticamente.
HIRSHFIELD (1994) sugeriu que em ratas jovens, o
niimero de foliculos presentes no pool de reserva é
inversamente proporcional ao nimero de foliculos
pré-antrais em crescimento. Uma outra hipétese

proposta € a de que o FSH também exerce efeito
sobre a ativagdo dos foliculos primordiais
(BETTERIDGE et al., 1989). No presente estudo,
foi observado que para os animais jovens (impiibe-
res). o nimero de foliculos primordiais isolados foi
negativamente correlacionado com o ndmero de
foliculos primdrios e secundarios, enquanto que para
os animais adultos (ndo-gestantes) observou-se uma
correlagdo positiva entre o niimero de foliculos pri-
mordiais isolados e o nimero de foliculos primérios
e secundarios. Estes resultados poderiam ser expli-
cados, considerando-se as hipéteses acima mencio-
nadas. No caso especifico dos animais impuberes,
onde as concentragdes plasméticas de gonadotrofi-
nas hipofisdrias sdo baixas, o nimero de foliculos do
“pool” de reserva permaneceria elevado em funcéo
dos baixos niveis de FSH, horménio que seria neces-
sdrio em niveis elevados para a sua ativagdo. Ja o
oposto poderia ser observado nos animais adultos,
onde os niveis de FSH sdo mais altos, o que poderia
favorecer a ativac@o dos foliculos primordiais, o que
provavelmente explicaria a correlagio positiva.
Estes resultados estdo de acordo com estudos reali-
zados previamente. ERICKSON (1966b) e
ERICKSON et al. (1976) mostraram uma correlagdo
positiva entre o nimero de foliculos primordiais e o
nimero de foliculos em crescimento em ovérios de
vacas.

Concluindo, foi demonstrado que o nime-
ro e distribui¢do dos foliculos pré-antrais caprinos,
isolados mecanicamente, podem ser influenciados
pelo estdgio reprodutivo, peso e ndmero de foliculos
antrais superficiais. Entretanto, o efeito destes para-
metros morfométricos depende da categoria de ova-
rio estudada. J4 a posicio anatémica do ovario, bem
como a presenga ou auséncia de corpo liteo funcio-
nal, sob as mesmas condi¢Ges de isolamento meca-
nico, nio exercem efeito sobre o nimero de foliculos
pré-antrais caprinos isolados.
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