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SILOTO, Leticia Schmidt. Comparacao entre a populacéo folicualar ovariana antral e pré-
antral em fémeas Bos indicus e % Bos indicus X Bos taurus. 2012. 41f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar a populacao folicular ovariana antral e pré-antral de
vacas Nelore (indicus) e V2 NeloreXAngus (indicus-taurus). Fémeas indicus (n=20) e
indicus-taurus (n=20) foram submetidas a aspiracdo folicular em dia aleatdrio do ciclo estral
(D0), a fim de promover a ablagdo de todos os foliculos >3mm e o inicio de uma nova onda
de crescimento folicular. Em seguida foram submetidas & avaliages ultrassonogréaficas por
cinco dias (D4, D19, D34, D49 e D64) para contagem dos foliculos antrais (CFA) >3mm de
diametro. Com base nesses dados as vacas foram separadas em grupos de alta CFA (animais
com média de foliculos antrais >30 foliculos; indicus n=7, indicus-taurus n=6) e baixa CFA
(animais com média de foliculos antrais <15 foliculos; indicus n=6, indicus-taurus n=6).
Apbs o ultimo dia de avaliacdo (D64), os animais foram levados ao abate para obtencdo dos
ovarios e posterior processamento histoldgico para estimar a populagéo folicular ovariana pré-
antral. Apenas um ovario de cada animal foi avaliado. Buscou-se correlacionar a média de
foliculos antrais com a quantificacdo de foliculos pré-antrais. Houve padrdo de repetibilidade
no namero de foliculos antrais por individuo durante as avaliagdes para 0s grupos de alta e
baixa CFA. A média de foliculos antrais (médiaxDP) foi 35+9 (indicus) e 386 foliculos
(indicus-taurus) para fémeas de alta CFA, e 10£3 (indicus) e 12+2 foliculos (indicus-taurus)
para as de baixa CFA. Houve grande variacdo na quantidade de foliculos pré-antrais entre
individuos do mesmo grupo e entre as ragas. O nimero medio de foliculos pré-antrais nos
ovarios de indicus-taurus de alta CFA (116226+83156 foliculos) foi maior (P<0,05)
comparado a indicus de alta CFA (63032+58705 foliculos). Entretanto, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre indicus (28324+24525 foliculos pré-antrais) e indicus-taurus (85748+129628
foliculos) de baixa CFA. A média de foliculos pré-antrais em indicus de alta CFA néo diferiu
(P>0,05) de indicus-taurus de baixa CFA. Nao houve correlacdo entre foliculos antrais e pré-
antrais. Conclui-se que o grau de sangue indicus e a raca taurina utilizada podem ter
contribuido para as diferencas encontradas entre a populacdo folicular ovariana antral e pré-
antral de Nelore e 1/2 NeloreXAngus.

Palavras-chave: Foliculogénese. Foliculos antrais. Foliculos pre-antrais. Bos indicu. Bos
taurus.



SILOTO, Leticia Schmidt. Comparative study between antral and preantral ovarian follicle
population in Bos indicus and % Bos indicus x Bos taurus females. 2012. 41p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The objective of this study was to compare antral and preantral ovarian follicle population in
cows Nelore (indicus) and % NeloreXAngus (indicus-taurus). Indicus females (n = 20) and
indicus-taurus (n = 20) underwent follicular aspiration on a random day of the estrous cycle
(DO) in order to promote the ablation of all follicles > 3 mm and the beginning of a new wave
of follicular growth. Then, the cows were subjected to ultrasonographic evaluations for five
days (D4, D19, D34, D49 and D64) in order to count the antral follicles (CFA) > 3 mm in
diameter. Based on these data the cows were separated into groups of high CFA (animals with
an average of antral follicles > 30 follicles; indicus, n = 7, indicus-taurus, n = 6) and low CFA
(animals with an average of < 15 antral follicles; indicus n = 6, indicus-taurus n = 6). After
the final evaluation day (D64), the animals were taken to slaughter for obtaining the ovaries
and subsequent histological processing to estimate the preantral ovarian follicle population.
Only one ovary of each animal was evaluated. We tried to correlate the average of antral
follicles with the quantification of preantral follicles. There was a repeatability in the numbers
of antral follicles during follicular waves per individual of high and low AFC. The mean
number of antral follicles (mean+SD) was 35+9 ( indicus) and 38x6 follicles (indicus-taurus
for the high AFC group, and 10+3 (indicus) and 12+2 follicles (indicus-taurus) for the low
AFC. A large variation in numbers of preantral follicles was observed among individuals
within the same group and between breeds. The mean number of preantral follicles in indicus-
taurus of high AFC (116,226+83,156 follicles) was greater (P<0.05) compared to indicus
(63,032+58,705 follicles). However, there was no difference (P>0.05) between the average
number of preantral follicles of indicus (28,324+24,525 pre-antral follicles) and indicus-
taurus (85,748+129,628 follicles) of low AFC. The average number of preantral follicles from
indicus of high AFC did not differ (P>0.05) from that of indicus-taurus of low AFC. There
was no correlation between antral and preantral follicles. We conclude that both the influence
of indicus cattle and the taurus breed may contributted for differences between Nelore and 1/2
NeloreXAngus in numbers of antral and preantral follicles.

Keywords: Folliculogenesis. Antral follicles. Preantral follicles. Bos indicus. Bos taurus.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo. Aproximadamente
80% deste rebanho é constituido de animais Bos taurus indicus, dos quais se destaca a raca
Nelore (Pontes et al., 2010). Esses animais em sessdes de aspiracdo folicular demonstram uma
alta taxa de recuperacdo de o0citos comparado a animais das racas europeéias. Essa
caracteristica do rebanho brasileiro contribui para que o Brasil seja um dos lideres na
porduc&o in vitro de embrides (Pontes et al., 2011).

Com o intuito de um melhor aproveitamento do potencial reprodutivo do
rebanho, pesquisas basicas e moleculares auxiliam no aprimoramento de biotécnicas tais
como producdo in vitro de embribes (PIVE), inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF),
transgenia e clonagem.

Neste contexto, o estudo de temas como a foliculogénese, a odgenese e 0
desenvolvimento embrionario ganhou destaque nos ultimos anos (Caixeta et al., 2010). O
modelo bovino para o estudo da foliculogénese ja esta bem caracterizado, porque esta espécie
apresenta longo ciclo estral com mdltiplas ondas foliculares estimuladas por diferentes
hormdnios. Em todas as ondas de crescimento folicular ocorrem fenémenos de crescimento
folicular e atresia (Ginther et al., 1996; Ireland et al., 2000). O que torna o desenvolvimento
folicular nessa espécie facilmente avaliado por ultrassonografia.

Em sessdes de aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU) a taxa de
recuperacdo de odcitos é maior em fémeas zebuinas (média de 18-25 od6citos; Pontes et al.,
2011; Thibier, 2004; Watanabe et al., 1999) do que para taurinas (média é de 4-14 od6citos;
Machado et al., 2003; Rubin et al., 2005; Martins Jr et al., 2007). Ha relatos de 251 (Seneda et
al., dados ndo publicados) e até 564 odcitos obtidos em um Unico procedimento de aspiracdo
folicular (Santos et al., 2005). Em animais cruzados indicus X taurus a recuperacdo oocitaria
foi de 21 odcitos para animais VV Holandes X % Gir e 31 odcitos para animais % Holandes
X Gir (Pontes et al., 2010). Também ja foi demonstrado que quanto maior o grau de sangue
Bos indicus, maior a obten¢&o de odcitos in vivo (Rubin et al., 2005).

Como uma possibilidade de encontrar respostas para a diferenca na taxa de
recuperacdo oocitaria entre fémeas zebuinas e taurinas, pesquisas voltadas para a populacdo
folicular tém sido realizadas (Seneda et al., 2010). Silva-Santos et al. (2011), estimaram a
populacdo folicular pré-antral em fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus e nao
verificaram diferenca significativa no numero de foliculos entre fetos, novilhas e vacas. No

entanto hd uma alta variabilidade individual no nimero de foliculos pré-antrais entre fémeas
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independente de raga ou estagio reprodutivo (Tanaka et al., 2001; Erickson, 1966 a,b; Silva-
Santos et al., 2011), entretanto, ndo existem relatos sobre a influéncia dessa variacao
individual sobre o numero de foliculos pré-antrais sobre a quantidade de foliculos antrais
recrutados durante o ciclo estral (Burns et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi comparar o nimero de foliculos antrais com a
populacéo folicular pré-antral em ovarios de vacas Bos taurus indicus e % Bos taurus indicus

X Bos taurus taurus.



13

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OVARIO

2.1.1 Morfologia e Estrutura do Ovério

O ovério possui formato e tamanho que variam dependendo da espécie
animal e com a fase do ciclo estral. Em bovinos o ovario tem forma de améndoa, 0
comprimento varia de 3,0 a 4,5 cm, a largura de 1,5 a 2,0 cm e a "profundidade” de 2,0 a 2,8
cm, (Hafez, 1995).

O ovario é dividido em duas regifes, medular e cortical (Figura 1). Ele
desempenha fungdes exdcrinas (liberacdo de 6vulos) e enddcrinas (esteroidogénese). Sua
superficie é circundada por um epitelio pavimentoso ou cubico simples, o epitelio
germinativo. Sob o epitelio germinativo ha uma camada de tecido conjuntivo denso, a tdnica
albuginea e entdo o estroma ovariano (Junqueira et al., 2008).

Logo abaixo da tunica albuginea, no estroma ovariano, encontra-se a regiao
cortical (Figura 1), a qual é composta por coladgenos dos tipos i e iii, fibroblastos, vasos
sanguineos, linfaticos e terminagdes nervosas (Hafez & Hafez, 1995). No tecido conjuntivo da
regido cortical predominam os foliculos ovarianos, que contém os odcitos ou ovécitos. Em
animais que estdo ciclando, os foliculos podem ser quiescentes, em desenvolvimento ou
atrésicos. Sao encontrados ainda na cortical, corpos luteos, corpos albicans e corpos
hemorragicos (Murdoch et al., 1996).

A parte mais interna do ovario é a regido medular (Figura 1), que contém
tecido conjuntivo frouxo (fibroblastos, fibronectina e fibras colagenas do tipo i e iii), nervos,
vasos sangiiineos e linfaticos. E responsavel pela nutricdo e sustentagdo do ovario (Hafez,
2004).
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Figura 1 —Esquema de ovario, mostrando seus principais componentes: epitélio germinativo,
tinica albuginea, regido cortical, regido medular, artérias e veias, foliculos
primordiais, foliculo primario, foliculo secundario, foliculo antral pré-ovulatorio.

o _ Foliculos
Epltél}o _ Tunica primordiais
germunativo albuginea

Arténa e veias Foliculo antral

preé-ovulatono

Regido
medular

Regifo
cortical

) Foliculos em crescimento
Corpo albicans (secunddrio e prumario)

Corpo luteo

Fonte: http://dc376.4shared.com/doc/Zi6FscUE/preview.html

2.1.2 Populagéo Folicular Ovariana

Estima-se que a populacéo de foliculos ovarianos ao nascimento de fémeas
bovinas seja de aproximadamente 235.000 foliculos por ovério, podendo variar de 0 a
720.000 foliculos por ovario (Betteridge et al., 1989). Em outras espécies, foram encontrados
aproximadamente 160.000 foliculos pré-antrais na ovelha (Driancourt, 1991), e 2.000.000 na
mulher (Erickson, 1986). Além da variacdo individual, varios fatores como espécie, raca
(Cahill et al., 1979), genética (Erickson, 1966; Smith et al., 1994), idade, niveis hormonais
(Russe et al., 1983) e estado reprodutivo do animal (Erickson et al., 1976) podem influenciar a
populacao e distribuicdo dos foliculos ovarianos.

2.2 OOGENESE

A formacéo dos foliculos e dos odcitos contidos nestes, comega durante a
vida embrionaria. Em ruminantes, a oogénese pode ser definida como o desenvolvimento e a
diferenciacdo das células germinativas primordiais da fémea, culminando com a formacéo do

odcito hapldide fecundado (Russe et al., 1983). Células germinativas primordiais tém origem
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extragonadal, e migram do saco vitelinico para 0 mesénquima da crista genital. Nesse local, as
células germinativas primordiais sofrem diversas divisdes mitoticas, dentro do ovario
multiplicam-se ativamente e diferenciam-se em oogoénias. Nesta etapa, células somaticas do
mesonefron circundam as oogdnias, formando os corddes corticais, precursores dos foliculos
primordiais (Figura 2). As oogonias sofrerdo sucessivas divisdes mitdticas e entéo entrardo na
primeira divisdo meidtica, estacionando em estadio de profase | (Soto-Suazo; Zorn, 2005;
Van Den Hurk; Zhao, 2005), sendo denominados de odcitos ou ovocitos.

Até o animal atingir a puberdade o odcito encontra-se estacionado no
dipléteno da préfase 1. O processo de meiose é retomado em resposta a estimulacdo pelo
horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH; Buccione et al., 1990),
passando em seguida pelas fases de metafase I, anafase | e telofase I, ocorrendo a liberacéo do
1° corpusculo polar e formagdo do odcito secundario (Betteridge et al., 1989). O processo de
maturagdo meidtica, in vivo, pode ocorrer apenas no oocito do foliculo pré-ovulatoério
dominante e resulta, dentre outros fatores, da estimulagéo especifica pelo pico pré-ovulatério
de LH (Erickson, 1986).

Figura 2 —Esquema ilustrando a origem das células da pré-granulosa durante a formacéo dos
foliculos primordiais.

Celulas epiteliais da
superficie do ovario ™

P, s
. @-.a-;_-f.1r-u-t‘3“'-==""‘ 5
gevatese )

IIL

Oy 'E
LoSh ™
o & % |
5 - A

3 :' Foliculos primordiais
_ Células germinativas
@
Fonte: adaptado de Juengel et al. (2002).
No estdgio de metédfase Il, ocorre uma segunda interrupcdo da meiose

(Betteridge et al., 1989). Na maioria das espécies domésticas, 0 odcito permanece em

metafase Il até ser ovulado e transportado para o oviduto, onde podera vir a ser fecundado.
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Caso a fecundacdo ocorra, 0 o0cito retoma a meiose (Betteridge et al.,1989; Buccione et al.,
1990) que culmina com a extrusdo do segundo corpusculo polar (Gordon, 1994), marcando

assim o fim da oogénese.

2.3 FOLICULOGENESE

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formagcéo,
crescimento e maturacdo folicular, iniciando-se com a formacdo do foliculo primordial e

culminando com o estadio de foliculo maduro ou pré-ovulatério (Saumande, 1981).

2.3.1 Foliculos Ovarianos

O foliculo € a unidade morfofuncional do ovério, sendo constituido por um
odcito circundado por células somaticas (células da granulosa e tecais). Desempenham duas
funcBes principais, uma enddcrina (producdo e liberacdo de horménios esterdides e outros
peptideos) e outra exdcrina ou gametogénica (Figueiredo et al., 2002).

Na fase gametogénica, o foliculo é um elemento essencial para a
manutencdo da viabilidade oocitaria, para assegurar o crescimento e a maturacdo de odcitos
primarios ou imaturos e para liberar um odcito maduro no processo de ovulacdo (Figueiredo
et al., 2002).

A populagdo dos foliculos ovarianos é bastante heterogénea e encontra-se na
regido cortical do ovario. Os foliculos podem ser divididos de acordo com o grau de evolucéo
em foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios e foliculos antrais ou cavitarios.

A formagdo dos foliculos ovarianos ocorre ainda na fase fetal. Os foliculos
primordiais constituem o pool de reserva de foliculos quiescentes (Beckers et al., 1996) e
compreendem 90% dos odcitos presentes nos ovarios (Erickson, 1986); sdo responsaveis pela
renovacdo continua de foliculos antrais no ovéario (Guilbault et al., 1986). No
desenvolvimento dos foliculos primordiais e primarios atuam fatores de crescimento.
Resultados obtidos em animais de laboratorio sugerem que fatores como kit ligand (KL), fator
de crescimento fibroblastico basico (bFGF), hormonio anti-Milleriano (AMH) e fator de
crescimento do nervo (NGF), participam da regulacdo do reinicio do desenvolvimento de
foliculos primordiais (Fortune et al., 2003). Em foliculos primarios, o fator de crescimento e
diferenciacdo 9 (GDF-9), o GDF-9b e a proteina morfogenética dssea (BMP 15) sdo
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essenciais para se continuar o desenvolvimento do foliculo para atingir o estadio de foliculo
secundario (Galloway et al., 2000).

No entanto, aproximadamente 99,9% dos foliculos pré-antrais presentes nos
ovarios ndo chegam até a ovulacdo (Carrol et al., 1990), sofrendo um processo degenerativo
ou apoptético conhecido por atresia. Por isso, 0 ovario pode ser considerado um 6rgdo de

baixissima produtividade (Ireland, 1987).

2.3.2 Foliculos Pré-antrais

Os foliculos pré-antrais sdo constituidos pelos foliculos primordiais,
primarios e secundarios. Eles diferenciam-se entre si pela forma e pelo nimero de camadas de
células da granulosa que circundam o odcito imaturo (Figueiredo et al, 2002; Figura 3). Os
foliculos pré-antrais podem ser classificados também de acordo com o grau de viabilidade em
foliculos saudaveis (com lamina basal intacta, odcito com ndo mais de trés vacuolos
citoplasmaticos, vesicula germinativa e nucléolos intactos), foliculos em atresia inicial
(estdgio I: o6cito com mais de trés vacuolos citoplasmaticos e inicio de descondensacdo da
cromatina), foliculos em atresia moderada (estagio Il: o6cito com nucléolo e citoplasma em
fragmentacéo e alta condensacdo da cromatina) ou foliculos com atresia acentuada (estagio
I11: o6cito completamente fragmentado ou ausente; Butler, 1970; Wandji et al., 1996, a,b).

Os foliculos primordiais sdo os menores foliculos encontrados no ovario.
Em bovinos seu didmetro é de 35,2um (McNatty et al., 2000). S&8o os primeiros a serem
formados e consistem em um odcito imaturo circundado por uma camada de células
achatadas, denominadas células da pré-granulosa ou folicular. Seu nucleo é grande e claro,
com a cromatina dispersa (Junqueira & Carneiro, 2004). Possuem nucléolo esférico e bem
evidente. As organelas sdo uniformemente distribuidas no citoplasma ou bem préximas ao
nucleo. As mitocondrias s@o as mais evidentes. O complexo de Golgi migra para as
proximidades da membrana do odcito (Lucci et al., 2001).

Com o inicio do desenvolvimento dos foliculos primordiais comeca a
diferenciacdo dos foliculos. As células, que eram de formato pavimentoso, passam para
cubdides (Hulshof et al., 1994), presentes em maior quantidade e mais volumosas (Van Den
Hurk et al., 1997), caracterizando o foliculo primario. O foliculo primario em bovinos mede
55,1um (McNatty et al., 2000). E nessa fase que ha o surgimento da zona pelucida, estrutura
ao redor do o6cito mantida até o final do desenvolvimento folicular (Figueiredo et al., 2002).

Assim como nos foliculos primordiais, o citoplasma dos oocitos dos foliculos primarios
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também contém numerosas mitocondrias arredondadas. Com o desenvolvimento do foliculo,
a mitocondria torna-se alongada (Lucci et al., 2001).

Ainda com o aumento do foliculo e multiplicacdo do numero de células, o
foliculo passa de uma camada de células para duas ou mais, sendo denominado foliculo
secundario (Hulshof et al., 1994). Os pequenos foliculos secundarios possuem didmetro de
81um, podendo os grandes, atingirem 200um em diametro (Figueiredo et al., 2002). Em
foliculos secundarios o nucleo do o6cito passa de uma posicdo central no oolema dos
foliculos primordiais para uma regido excéntrica, situando-se na regido entre a zona pellcida
e 0 centro do o6cito. As organelas também se movem e ficam mais proximas a periferia
(Hyttel et al., 1997). O reticulo endoplasmatico liso aumenta de tamanho e a grande maioria
das mitocondrias sdo alongadas (Lucci et al., 2001). Nos foliculos secundéarios, mais
avangados, ha o aparecimento das células da teca recrutadas de precursores tecais presentes
no estroma ovariano (Parrott et al., 2000).

2.3.3 Foliculos Antrais

O desenvolvimento folicular continua até que se forme uma cavidade Unica
contendo liquido, o liquido folicular, chamada de antro folicular. A formacdo do antro
folicular caracteriza a passagem de foliculos pré-antrais em antrais (Junqueira; Carneiro,
2004; Figura 3). A partir dai, os foliculos podem seguir dois caminhos: ovulagdo ou atresia. A
maioria dos foliculos (99,9%) sofre um processo degenerativo ou apoptético, denominado
atresia folicular (Ireland, 1987). Dessa forma, a vida Util reprodutiva da fémea torna-se menor,
pois normalmente somente um em cada 1000 foliculos primordiais atingird o estadio de
foliculo pré-ovulatorio (Junqueira; Carneiro, 2004).

O inicio da formag&o de antro em bovinos é observado quando os foliculos
atingem 250um (McNatty et al., 2000). Os foliculos crescem em tamanho e o didmetro dos
foliculos primordiais aumenta de 0,020-0,040 mm (bovinos) para mais de 10 mm antes da
ovulacéo (Ireland, 1987). S&o necessérios 2 ciclos estrais para um foliculo crescer do inicio da
formacdo do antro (0,13 mm) ao tamanho pré-ovulatério (Lussier et al., 1987).

Os foliculos terciarios sdo constituidos de um odcito circundado pela zona
pelicida, varias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade antral, uma
membrana basal e duas camadas de células tecais (teca interna e teca externa; Gordon, 1994).
Caracterizam-se pela presenca de numerosas microvilosidades dentro da zona peldcida, bem

como de numerosas particulas lipidicas e mitocondrias arredondadas e alongadas. Um maior
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numero de complexos de Golgi pode ser observado e os granulos da cortical estao distribuidos
no ooplasma, podendo-se evidenciar ainda os microttbulos (Fair et al., 1997).

Os foliculos maduros representam o estagio terminal do desenvolvimento
folicular. Neles predominam mitocondrias arredondadas, mas mitocdndrias encapuzadas, que
caracterizam o completo crescimento do odcito em bovinos, também sdo comumente
encontradas. Reticulos endoplasmaticos lisos e rugosos séo observados em grande quantidade.
Podem ser identificados ainda granulos da cortical e microtibulos no ooplasma do o6cito. O
espaco perivitelino é formado neste estagio de desenvolvimento e ha um aumento no nimero
de vesiculas e de complexos de Golgi. E também no final deste estagio que a funcdo do
nucléolo é inativada, como indica a marginalizagdo dos centros fibrilares, sinalizando uma
presumivel retracdo dos genes rRNA do nucléolo. Concomitantemente, a atividade
transcricional do odcito é diminuida. Foi demonstrado, entretanto, que a transcricdo de mRNA
ndo e completamente inativada com o crescimento total do odcito (Hyttel et al., 1997).

Figura 3 —Representacdo esquematica do desenvolvimento dos foliculos ovarianos. A.
Foliculo Primordial; B. Foliculo Primério; C. Foliculo Secundéario e D. Foliculo
Terciario; E. Foliculo Pré-ovulatério. 1. Oo6cito primario; 2. Célula da Pré-
granulosa; 3. Membrana basal; 4. Células da Granulosa; 5. Cavidade antral; 6.
Célula da teca e 7. O6cito secundario.

ey e

Fonte: (Adaptado de Rodgers et al., 1999).

2.4 ATRESIA FOLICULAR

Conforme exposto anteriormente, uma fémea bovina nasce com
aproximadamente 235.000 foliculos por ovario, porem 99% desses foliculos ndo chega a
ovular, estes sdo eliminados por um processo conhecido por atresia folicular. A atresia pode

ocorrer em qualquer momento do desenvolvimento folicular (Junqueira; Carneiro, 2004), mas
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ndo é igualmente prevalente em todos os estadios de desenvolvimento (Fortune, 1994).
Apesar de ser um fendbmeno natural a atresia "regula”, podemos assim dizer, 0 nimero de
odcitos potencialmente ovulaveis, diminuindo a producdo de odcitos viaveis durante a vida
reprodutiva de um animal (Figueiredo et at., 2002).

A atresia mais comum em foliculos pré-antrais sdo alteracdes degenerativas
que ocorrem no odcito. As mais observadas em foliculos antrais, sdo alteragdes que ocorrem
nas células da granulosa (Erickson, 1986). O processo de atresia folicular é fisioldgico, de
duracéo desconhecida e pode acontecer por via degenerativa ou por apoptose.

O processo de apoptose é tipicamente observado pela condensacdo da
cromatina, resultando na formacdo de zonas densas de heterocromatina sobre a membrana
nuclear. O DNA sofre quebra entre as unidades de nucleossomos (Tilly, 1996); no citoplasma,
as organelas citoplasmaticas sofrem agregacdo e desorientacdo e, a0 mesmo tempo a
membrana plasmatica se retrai. Por fim a célula se rompe em diversos fragmentos conhecidos
por corpos apoptdticos (Tilly, 1996). Esses corpos sdo entdo fagocitados. Posteriormente,
fibroblastos ocupam a éarea de foliculo e produzem uma cicatriz de coldgeno que pode

persistir por muito tempo (Junqueira; Carneiro, 2004).

2.5 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE FEMEAS TAURINAS E ZEBUINAS

Diferencas reprodutivas entre animais taurinos e zebuinos tém estimulado
pesquisas para identificar suas razdes. Essa curiosidade muitas vezes é motivada por razbes
econbmicas devido a grande variacdo de eventos reprodutivos em fémeas de animais Bos
taurus e Bos indicus. O conhecimento dessas particularidades é fundamental para aumentar a
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos (Baruselli et al., 2007).

Muitas diferencas basicas sdo encontradas entre essas racas. Com relacéo ao
comportamento do estro, fémeas Bos indicus geralmente apresentam estro de duracdo mais
curta (aproximadamente 10 horas), o que dificulta sua deteccdo (B0 et al., 2003). Além disso,
mais de 50% dos animais desse grupo genético iniciam a manifestacdo de estro no periodo
noturno (Pinheiro et al., 1998; Membrive, 2000), sendo que cerca de 30% iniciam e encerram
0 estro durante a noite (Pinheiro et al., 1998), dificultando 0 manejo e a eficacia da detecgédo
de estro. A duracdo do estro em Bos indicus € menor do que em Bos taurus (12,9 £2,9 horas
em Nelore vs. 16,3+4,8 horas em Angus; Mizuta, 2003). Apesar disso, o intervalo entre o
estro e a ovulacdo ndo apresenta diferencas entre estas duas racas (Nelore, 27,1+3,3 horas vs.
Angus, 26,1+ 6,3 horas).
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Nos processos de aspiracéo folicular em animais da raga Nelore, em média,
sdo recuperados 18-25 odcitos (Pontes et al., 2011; Thibier, 2004; Watanabe et al., 1999)
enquanto para racas taurinas a média € variavel entre 4-14 odcitos (Machado et al., 2003;
Rubin et al., 2005; Martins Jr et al., 2007). Existem relatos de que o nimero de foliculos
recrutados por onda de crescimento folicular apresenta diferencas entre individuos, e essa
caracteristica possui alta repetibilidade durante a vida reprodutiva da fémea (Boni et al.,
1997).

Em média, animais Bos indicus tém mais ondas foliculares (Figueiredo et
al., 1997; Viana et al., 2000) que fémeas Bos taurus bem como um namero maior de foliculos
com diametro maior que 5mm (Segerson et al., 1984). O numero de foliculos menores é outra
razdo pela qual mais odcitos sdo obtidos de fémeas zebuinas (Pontes et al., 2011) ja que existe
uma maior eficiéncia de odcitos recuperados de foliculos menores que 4mm de didmetro
(Seneda et al., 2001). Uma hipotese para explicar o maior niamero de foliculos recuperados de
fémeas zebuinas foi de que a reserva de foliculos pré-antrais poderia ser maior nessas fémeas.
Porém, Silva-Santos et al. (2011) verificaram que essa diferenca ndo é significativa, apesar de
haver grande variagdo individual no nimero de foliculos pré-antrais nas duas ragas.

Outra caracteristica reprodutiva € com relacdo ao nivel de LH em fémeas
Bos indicus que exibem padrdes unicos de metabolismo hormonal (Carvalho et al., 2008). No
entanto fisiologicamente isso ndo esta bem estabelecido.

Durante as ondas de crescimento folicular o didmetro méximo alcancgado
pelo foliculo dominante difere entre fémeas Bos taurus (Ginther et al., 1989) e Bos indicus
(Figueiredo et al., 1997). O didmetro do corpo luteo também parece ser menor em Bos indicus
(Rhodes et al., 1995; Figueiredo et al., 1997) do que em Bos taurus (Ginther et al., 1989;
Kastelic et al., 1990). Da mesma maneira, ha relatos de que a concentracdo de progesterona
produzida pelo CL é inferior em zebuinos em relac&o aos taurinos (Segerson et al., 1984).

Essas diferencas se tornam importantes para que possam ser sistematizadas
e entdo utilizadas de maneira racional para um melhor aproveitamento zootécnico desses

animais.
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3 HIPOTESE

Existe correlacdo positiva entre 0 nimero de foliculos antrais e 0 numero de

foliculos pré-antrais nos ovarios de fémeas bovinas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a populagdo folicular ovariana antral e pré-antral entre fémeas

Bos taurus indicus e 1/2 Bos taurus taurus X1/2 Bos taurus indicus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a populagdo de foliculos antrais de fémeas Nelore (indicus)
e Aberdeen Angus X Nelore (taurus-indicus) por ultrassonografia;

e Quantificar a populacdo de foliculos pré-antrais ovarianos em fémeas
indicus e taurus-indicus por histologia classica;

e Comparar a populacéo folicular antral e pre-antral entre fémeas indicus

e taurus-indicus de alta e baixa contagem de foliculos antrais.
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5 ARTIGO PARA PUBLICACAO

"COMPARACAO ENTRE A POPULACAO FOLICULAR OVARIANA ANTRAL E
PRE-ANTRAL DE FEMEAS NELORE (INDICUS) E ¥» NELOREXANGUS
(INDICUS-TAURUS) ™

RESUMO: O objetivo do trabalho foi comparar a populacdo folicular ovariana antral e pré-
antral de vacas Nelore (indicus) e % Nelore X Angus (indicus-taurus) de alta e baixa
contagem de foliculos antrais. Fémeas (72-96m) indicus (n=20) e indicus-taurus (n=20) foram
submetidas a aspiracdo folicular em dia aleatério do ciclo estral (D0), a fim de promover a
ablacdo de todos os foliculos >3mm e o inicio de nova onda de crescimento folicular. Os
ovarios foram avaliados por ultrassonografia (Aquila PRO, Pie medical, Maastricht, The
Netherlands) usando transdutor microconvexo (7,5MHz) em D4, 19, 34, 49 e 64, para
contagem de foliculos antrais (CFA) >3mm. Apo6s as avaliacfes, 0s animais foram separados
em grupos de alta CFA (média >30 foliculos; indicus, n=7 e indicus-taurus, n=6) e baixa CFA
(<15 foliculos; indicus, n=6 e indicus-taurus, n=6). Procedeu-se abate dos animais apds D64.
Os ovarios foram obtidos para histologia e seccionados seriadamente a 7um. Uma a cada 120
seccdes foi montada em lamina e corada em Acido Periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina.
Os foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) foram quantificados usando
fator de correcdo (Gougeon e Chainy, 1987. J Reprod Fertil, 81:433-442). Somente um ovario
de cada animal foi avaliado. Buscou-se correlacionar a média de foliculos antrais com a
quantidade de foliculos pré-antrais. Os dados foram analisados pelo teste de MannWhitney
(P<0,05) e a correlacdo, pelo teste de regressdo polinomial cubica. Houve padrdo de
repetibilidade no nimero de foliculos antrais por individuo durante as avaliacdes para 0s
grupos de alta e baixa CFA. A média de foliculos antrais (médiaxDP) foi 359 (indicus) e
38+6 foliculos (indicus-taurus) para fémeas de alta CFA, e 10£3 (indicus) e 12+2 foliculos
(indicus-taurus) para as de baixa CFA. Houve grande variacdo na quantidade de foliculos pre-
antrais entre individuos do mesmo grupo e entre as ragas. O numero médio de foliculos pré-
antrais nos ovarios de indicus-taurus de alta CFA (116226+83156 foliculos) foi maior
(P<0,05) comparado a indicus de alta CFA (6303258705 foliculos). Entretanto, ndo houve
diferenca (P>0,05) entre indicus (28324+24525 foliculos pré-antrais) e indicus-taurus
(85748+129628 foliculos) de baixa CFA. A média de foliculos pré-antrais em indicus de alta
CFA ndo diferiu (P>0,05) de indicus-taurus de baixa CFA. Ndo houve correlacdo entre
foliculos antrais e pré-antrais. Conclui-se que o grau de sangue indicus e a raca taurina
utilizada podem ter contribuido para as diferencas encontradas entre a populacdo folicular
ovariana antral e pré-antral de Nelore e % NeloreXAngus.

Palavras-chave: Foliculogénese. Estimativa folicular. Bovino. Nelore. Angus.

ABSTRACT: The aim of the present study was to compare the population of antral and
preantral follicles in Nelore (indicus) and V2 NeloreXAngus (indicus-taurus) of high and low
follicular count. Indicus (n=20) and indicus-taurus (n=20) females (72-90 mo old) were
subjected to follicular aspiration randomly during their estrous cycle (D0) to withdraw all
follicles >3mm and to induce the growth of a new follicular wave. Ovaries were examined by
ultrasonography (Aquila PRO, Pie medical, Maastricht, The Netherlands) using a 7.5-convex
array transducer, during days 4, 19, 34, 49 and 64, and antral follicles >3mm were counted.
After these evaluations cows were assigned to two groups: high antral follicular counting
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(AFC, mean >30 follicles; Bos indicus, n=7 and Bos indicusXBos taurus, n=6) and low AFC
(< 15 antral follicles; Bos indicus, n=6 and Bos indicusXBos taurus, n=6). After D64, ovaries
were collected at abattoir, processed for histology and serially sectioned at 7um. One at every
120 sections was mounted and stained with periodic acid Schiff (PAS) and hematoxylin. The
number of preantral follicles (primordial, primary and secondary) was estimated using a
correction factor (Gougeon e Chainy, 1987. J Reprod Fertil, 81:433-442). Only one ovary per
female was analized. There was an attempted to correlate the number of antral follicles with
the population of preantral ones. Data was compared using the Mann-Whitney test (P<0.05)
and correlation analized using cubic polynomial regression. There was a repeatability in the
numbers of antral follicles during follicular waves per individual of high and low AFC. The
mean number of antral follicles (mean+SD) was 359 (indicus) and 386 follicles (indicus-
taurus) for the high AFC group, and 10£3 (indicus) and 12+2 follicles (indicus-taurus) for the
low AFC. A large variation in numbers of preantral follicles was observed among individuals
within the same group and between breeds. The mean number of preantral follicles in indicus-
taurus of high AFC (116,226+83,156 follicles) was greater (P<0.05) compared to indicus
(63,032+58,705 follicles). However, there was no difference (P>0.05) between the average
number of preantral follicles of indicus (28,324+24,525 follicles) and indicus-taurus
(85,748+129,628 follicles) of low AFC. The average number of preantral follicles from
indicus of high AFC did not differ (P>0.05) from that of indicus-taurus of low AFC. There
was no correlation between antral and preantral follicles. We conclude that both the influence
of indicus cattle and the taurus breed may contributted for differences between Nelore and 1/2
NeloreXAngus in numbers of antral and preantral follicles.

Keywords: Folliculogenesis. Follicular estimate. Bovine. Nellore. Angus.

5.1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo, sendo 80% composto
por animais zebuinos (Pontes et al., 2010), com destaque para a raca Nelore (Bos taurus
indicus). Essa raca ainda se destaca por apresentar uma alta taxa de recuperacdo oocitaria em
procedimentos de aspiracdo folicular guiadas por ultrassom (OPU) comparado a animais das
racas européias. Essa particularidade do rebanho brasileiro, faz com que o Brasil seja um dos
lideres mundiais na produg&o in vitro de embriGes (Thibier, 2007).

Para melhor aproveitamento do potencial reprodutivo do rebanho, a
producdo in vitro de embrides (PIVE) tem sido amplamente utilizada. Em se¢fes de OPU,
foram recuperados em média 18-25 odcitos (Pontes et al., 2011; Thibier et al., 2004;
Watanabe et al., 1999) em racas zebuinas, enquanto para ragas taurinas a média é de 4-14
oocitos (Machado et al., 2003; Rubin et al., 2005; Martins Jr et al., 2007). Em animais
cruzados indicus-taurus, a recuperacao oocitéria diferiu entre animais VV Holandés X % Gir
e Va Holandés X Gir (20,4 vs. 31,4 odcitos; Pontes et al., 2010). Ja foi demonstrado que
guanto maior o grau de sangue Bos indicus, maior a obtencao de odcitos in vivo (Rubin et al.,
2005).
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Uma possivel explicacdo para a diferenca existente entre as taxas de
recuperacdo de odcitos em animais Bos taurus indicus e Bos taurus taurus através da OPU
seria a populacdo de foliculos pré-antrais. Apesar dos trabalhos sugerindo a presenca de
células germinativas em ovarios de fémeas adultas (Johnson et al., 2004; Zou et al., 2009),
ainda é bem estabelecido que os foliculos pré-antrais, formados no estadio fetal das fémeas,
constituem a reserva folicular ovariana que sera utilizada durante toda a vida reprodutiva da
fémea, sendo responsavel pela formacdo dos foliculos antrais. Porém, ndo foram descritas
diferencas em relacéo a quantidade de foliculos pré-antrais entre animais Bos taurus indicus e
Bos taurus taurus (Silva-Santos et al., 2011).

Foi relatada uma alta variabilidade na populacdo folicular ovariana pré-
antral (Erickson, 1966 a,b; Silva-Santos et al., 2011), entretanto, ndo existem relatos sobre a
influéncia dessa variacao individual no nimero de foliculos pré-antrais sobre a quantidade de
foliculos antrais recrutados durante o ciclo estral. Em relacdo a foliculos antrais, ja foi
relatado padrdo de repetibilidade na quantidade destes foliculos por onda de crescimento
folicular (Burns et al., 2005). Contudo, ndo existem trabalhos comparando a populagédo
folicular pré-antral e antral.

Neste contexto, a comparacdo entre a populacdo folicular pré-antral e antral
entre fémeas indicus e taurus que apresentam alta e baixa quantidade de foliculos ovarianos
antrais teria grande importancia para a compreensao das diferentes taxas de recuperagédo
oocitéria obtidas na aspiracdo folicular. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo
correlacionar o nimero de foliculos antrais com a populacdo folicular pré-antral ovariana de
vacas Bos taurus indicus (indicus) e VV Bos taurus indicus x Bos taurus taurus (indicus-

taurus) de alta e baixa contagem de foliculos antrais.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Animais

Vacas indicus (Nelore, n=20, 72-96 meses) e indicus-taurus (Nelore X
Angus, n=20, 72-96 meses) ndo gestantes, saudaveis, ciclando e com escore de condigédo
corporal 3-3,5 (escala de 1-5) foram submetidas a aspiracdo folicular em dia aleatorio do ciclo
estral (D0), a fim de promover a ablacdo de todos os foliculos >3mm e o inicio de uma nova

onda de crescimento folicular.
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Em D4, D19, D34, D49 e D64 as vacas foram submetidas a avaliagdes
ultrassonograficas (Aquila PRO, Pie medical, Maastricht, The Netherlands) com transdutor
microconvexo via endovaginal (7,5 MHz) para contagem de foliculos antrais >3mm (CFA).
Apos as cinco avaliagOes, as vacas foram divididas em dois grupos: alta CFA (média de
foliculos >30; Bos taurus indicus, n=7 e V2 Bos taurus indicus x Bos taurus taurus, n=6) e
baixa CFA (<15 foliculos; Bos taurus indicus, n=6 e V2 Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus, n=6).

Depois da Ultima avaliacdo (D64), as fémeas foram levadas ao abate para
obtencdo dos ovarios e posterior processamento histoldgico.

5.2.2 Processamento Histologico

Ap0s a obtencdo dos ovarios, os mesmos foram lavados em solucédo salina
0,9%, seccionados longitudinalmente em duas metades e imersos em fixador Bouin para
processamento histoldgico. Os hemi-ovarios foram desidratados em etanol, diafanizados em
xilol, embebidos em parafina e cortados seriadamente a intervalos de 7 um de espessura em
microtomo rotativo (Leica®, Wetzlar - Alemanha). Cada 120° seccdo (Cahill et al., 1979) foi
montada em lamina histologica e corada com acido periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina,
para analise estrutural do ovario e dos foliculos ovarianos. Apenas um ovario de cada fémea

foi analisado.

5.2.3 Foliculos Ovarianos

Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o estagio de
desenvolvimento em: primordiais (uma camada de células da granulosa de formato
pavimentoso envolvendo o o0cito), primarios (uma camada de células da granulosa de
formato cabico envolvendo o odcito) ou secundarios (oécitos envolvidos por duas ou mais
camadas de células da granulosa de formato cubico) (Hulshof et al., 1994). A morfologia
folicular foi avaliada em microcopio de luz (Nykon®, Tokio - Japdo), considerando-se a
integridade da membrana basal, a densidade celular, a presenca ou auséncia de corpos
picndticos e a integridade do odcito. Baseado nesses parametros, somente foliculos saudaveis
foram avaliados (Lucci et al., 2002).

Com o auxilio de uma ocular micrométrica, o diametro médio do odcito foi

determinado utilizando-se dois foliculos de cada categoria em cada seccdo avaliada. A
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estratégia de se considerar 0 odcito serviu para evitar a contagem do mesmo foliculo em duas

secdes. Todos os procedimentos foram realizados pelo mesmo operador.

5.2.4 Estimativa Folicular

O numero de foliculos pré-antrais foi estimado pela contagem de todos os
foliculos em cada seccdo. Para que um mesmo foliculo ndo fosse contado duas vezes na
mesma se¢do, fez-se uma marcagdo com caneta na borda da secdo histolégica. A contagem
era iniciada a partir deste ponto, em sentido horério, até que toda a cortical fosse avaliada.
somente foliculos com o ndcleo do odcito visivel foram contados. O nucleo do oocito foi
utilizado como marcador, de acordo com fator de correcdo descrito por Gougeon e Chainy
(1987) e a formula:

Nt = No x St x ts
so x do
Sendo:

Nt = NUmero total calculado de um tipo de foliculo;

No = Numero de um tipo de foliculo observado no ovario;
St = Numero total de cortes feitos no ovario;

ts = Espessura do corte;

So = Numero total de cortes observados;

do = Diamentro médio do nucleo de cada tipo de foliculo

5.2.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados pela média + DP. O software Bioestat 5.0
(Ayres et al., 2007) foi utilizado para teste de normalidade da amostra, e verificou-se que néo
houve normalidade. Dessa forma, o teste Mann-Whitney foi utilizado e as varidveis analisadas
duas a duas. o teste de correlacdo utilizado foi a regressdo polinomial cubica. A significancia

foi estabelecida com P<0,05.
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5.3 RESULTADOS

No acompanhamento de 25 vacas, durante cinco avaliacbes, houve
repetibilidade no nimero de foliculos antrais para todas as fémeas avaliadas. O nimero médio
de foliculos antrais presentes nos ovarios de vacas indicus de alta CFA foi 35 + 9 e, para as de
baixa CFA, 10 * 3. Para animais indicus-taurus de alta, a média foi 38 + 6 e, para as de baixa
CFA, 12 + 2 (Tabela 1).

Tabela 1 —-Numero médio (média + DP) de foliculos antrais por ovario de vacas Bos taurus
indicus e V2 Bos taurus indicus x Bos taurus taurus de alta e baixa Contagem
Folicular Antral (CFA), avaliadas por ultrassonografia.

No. foliculos antrais por ovario

Grupos

Us1 Us?2 Us 3 Us4 Uss Meédia
indicus alta(n="7) 32+8 36+9° 37£12° 37+£12° 34x9° 35%9°
indicus baixa (n = 6) 10+3° 9x4° 9+4" 11+3° 11x4° 10+£3°
indicus - taurus alta (n=6) 35+10" 38+8 37+8 41+11" 38+6 386

indicus - taurus baixa (n=6) 12+4° 12+3* 11+2° 13+3" 12+2° 12+2°

% Médias sequidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0.05).

Foram avaliadas 253 secOes histologicas a partir dos 25 ovarios
recuperados; em média 112 foliculos pré-antrais foram contados por se¢do. O nimero médio
de foliculos pré-antrais por ovario de fémeas indicus e indicus-taurus de alta e baixa CFA foi
semelhante. Obteve-se média de 63 032 = 58 705 (média + DP) foliculos pré-antrais de
animais indicus de alta CFA, 28 324 + 24 525 de indicus de baixa CFA, 116 226 + 83 156 de
indicus-taurus de alta CFA e 85 748 £ 129 628 de indicus-taurus de baixa CFA (Tabela 2).

Fémeas indicus de alta CFA apresentaram variacdo de foliculos pré-antrais
entre 10 719 e 152 999 foliculos, indicus-taurus 51 302 a 260 751 foliculos; fémeas indicus
de baixa CFA entre 1 754 a 62 348 foliculos e indicus-taurus 2 909 a 320 504 foliculos.
Houve diferenca significativa na quantidade de foliculos pré-antrais de vacas indicus e
indicus-taurus de alta CFA e entre indicus de baixa CFA e indicus-taurus de alta CFA.

Houve diferenca significativa entre 0 nimero médio de foliculos pré-antrais

primordiais de vacas indicus e indicus-taurus de alta CFA (P=0,03) e entre indicus e indicus-
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taurus de baixa CFA (P=0,04). Em foliculos pre-antrais primarios, houve diferenca entre
fémeas indicus e indicus-taurus de alta CFA (P=0,04) e entre indicus de alta CFA e indicus-
taurus de baixa CFA (P=0,0076). Em relacdo a foliculos pré-antrais secundarios, houve
diferenca entre vacas indicus e indicus-taurus do grupo alta CFA (P=0,0033); indicus e
indicus-taurus de baixa CFA (P=0,02), e entre indicus de alta CFAe indicus-taurus de baixa
CFA (P=0,0013), e indicus de baixa CFA e indicus- taurus de alta CFA (P=0,03).

Tabela 2 —-Média (£ DP) de foliculos pré-antrais de vacas Bos taurus indicus e % Bos taurus
indicus x Bos taurus taurus de alta e baixa CFA.

Pré-antrais

Grupos

Primordial Primario Secundario Total

zz‘fzif;’; alta CFA 43623 = 21017 4283 = 63032 =

' 39136° 17964 4681% 58705°
Z’l‘i"é’; baixa CFA 10282 = 8219 = 9822 = 28324 =

14393° 7912% 11199 24525°

indicus - taurus - - i

o CPA (m e 109370 = 6279 = 577 = 116226 =

alta CFA (n. = 6) 80192% 3661° 538° 83156°
indicus - taurus 81561 = 3005 = 149 £ 85748 £
baixa CFA (n=6) 128402 3074° 49° 129628

a-c Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0.05).

N&o houve correlacdo entre a populagéo folicular antral e pré-antral entre as
fémeas avaliadas. No grupo de indicus de alta CFA, n=5 fémeas obtiveram numero de
foliculos pré-antrais menor (10 719, 16 585, 27 690, 49 519 e 55 752 foliculos) que a média
(63 032 foliculos) do grupo. No grupo de indicus-taurus de alta CFA, n=4 fémeas obtiveram
numero de foliculos pré-antrais menor (57 596, 51 302, 70 503 e 85 954 foliculos) que a
média (116 226 foliculos) do grupo. No grupo de indicus de baixa CFA, n=3 obtiveram
namero de foliculos pré-antrais maior (30 975, 38 828 e 62 348 foliculos) que a média (24
265 foliculos) do grupo. No grupo de indicus-taurus de baixa CFA, n=2 fémeas obtiveram
numero de foliculos pré-antrais maior (99 696 e 320 504 foliculos) que a média (85 748
foliculos) do grupo.

Entre os ovarios avaliados (n=25), 18 (72%) apresentaram foliculos
multiodcitos (primordial, priméario e secundéario). Foram encontrados foliculos multiodcitos
em vacas indicus (n=5) e indicus-taurus (n=6) de alta CFA e em indicus (n=4) e indicus-
taurus de baixa CFA (n=3).
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5.4 DISCUSSAO

Apds cinco avaliagBes sucessivas por ultrassonografia, fémeas indicus e
indicus-taurus de alta e baixa CFA apresentaram repetibilidade no namero de foliculos
antrais. A repetibilidade no numero de foliculos antrais por onda de crescimento folicular j&
foi relatada em bovinos leiteiros (Burns et al., 2005). 1sso permitiu a separacao dos grupos de
maneira confiavel.

O ndmero médio de foliculos antrais dos animais indicus (10+3) e indicus-
taurus de baixa CFA (12+2) foi semelhante ao nimero médio relatado em estudo anterior
para fémeas taurus de baixa CFA (10£1,1; Ireland et al., 2009). O nimero médio de foliculos
antrais de animais indicus (35+9) e indicus-taurus de alta CFA (38x6) foi maior comparado a
estudo anterior com animais taurus (27+1,2; Ireland et al., 2009).

No presente trabalho, ndo foi observada diferenca significativa em relacéo a
quantidade meédia de foliculos antrais entre fémeas indicus (35+9) e indicus-taurus (38+6) de
alta CFA e entre indicus (10£3) e indicus-taurus (12+2) de baixa CFA. Entretanto, houve
diferenca entre os grupos de alta e baixa CFA para fémeas da mesma racga. Desta forma,
considerando-se fémeas do mesmo grupo, sugere-se taxa de recrutamento semelhante para
animais do grupo de alta CFA e também para os de baixa CFA.

No entanto, fémeas indicus apresentam mais ondas foliculares (viana et al.,
2000), maior quantidade de foliculos por onda de crescimento folicular (Carvalho et al., 2008)
e maior quantidade de odcitos recuperados por sessdo de aspiracdo folicular (média 3 a 4
vezes maior; Rubin et al., 2005; Martins Jr et al., 2007), comparado a fémeas taurus.
Associado a estas diferencas entre indicus e taurus, ja foi estabelecido que fémeas bovinas
gue apresentam baixa CFA durante as ondas de crescimento folicular também apresentam
menor concentracdo de FSH circulante. Além disso, a expressao de genes ligados a producédo
de estradiol pelas células da granulosa (CYP19A1), regulacdo da acdo do FSH, diferenciacéo
de funcéo das células da teca (TBC1D1), capacidade de resposta do estradiol (ESR1, ESR2) e
determinantes da capacidade oocitaria em células do cumulus (CTSB) pode estar associada a
alta variagdo do numero de foliculos antrais durante as ondas de crescimento folicular (Ireland
et al., 2009). Alta variacao esta, que nao foi observada em nosso trabalho e que poderia estar
relacionado entdo com a expressdo desses genes.

Também ja foi demonstrado que a variagdo no numero de oocitos obtidos
por OPU esté relacionada com a expressdo de genes GDF9, BMP15, e FGF8 (Biase et al.,
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2008). Entretanto, ainda ndo ha relatos sobre o impacto das diferencas entre fémeas de alta e
baixa CFA na competéncia oocitaria e na fertilidade destas fémeas.

Em estudo com animais cruzados indicus X taurus, a taxa de recuperacdo
oocitaria variou entre animais Gir (17,1+4,5 odcitos), Holandés (11,4+3,9 odcitos), Vi
Holandés X % Gir (20.4+5.8 odcitos) e V Holandés X Gir (31,4+5,6 odcitos; Pontes et al.,
2010); e ja foi demonstrado que quanto maior o grau de sangue Bos indicus, maior a obtencao
de odcitos in vivo (Rubin et al., 2005). Provavelmente, o grau de sangue indicus e também a
raca taurus dos animais cruzados utilizados no presente trabalho influenciaram na quantidade
de foliculos antrais ovarianos.

Em relacdo a foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA), houve variagdo na
guantidade destes foliculos em vacas indicus e indicus-taurus, entre animais do mesmo grupo
e entre as ragas, semelhante ao que ja foi descrito em trabalhos anteriores (Tanaka et al., 2001,
Silva-Santos et al., 2011), com relatos de variacdo entre 0 e 700 000 foliculos pré-antrais
(Erickson, 1966).

Silva-Santos et al. (2011) ndo observaram diferencas na quantidade de
FOPA quando compararam fémeas indicus e taurus de diferentes idades e sugeriram haver
diferencas nas taxas de atresia folicular entre as ragas. No entanto, no presente trabalho,
observamos diferencas significativas entre as racas e 0s grupos de alta CFA (indicus e
indicus-taurus), e alta (indicus-taurus) e baixa CFA (indicus); sendo a média de foliculos pré-
antrais de fémeas indicus-taurus do grupo de alta CFA (116 226 foliculos) maior que a de
fémeas indicus do grupo de alta CFA (63 032 foliculos). Embora ndo existam outros estudos
comparando a populacdo folicular entre racas, o0 nimero médio de foliculos preé-antrais
relatado para novilhas Angus (109 613 foliculos; Silva-Santos et al., 2011) foi menor
comparado a novilhas Hereford (132 000 foliculos; Erickson, 1966 a). J& para vacas, a média
de animais Angus (89 577 foliculos; Silva-Santos et al., 2011) foi superior a de animais
Hereford (22 000 foliculos; Erickson, 1966 a). Portanto, podemos supor que o grau de sangue
indicus e as ragas taurinas envolvidas nos cruzamentos possam influenciar na quantidade de
FOPA.

Foliculos multiodcitos foram encontrados em animais indicus e indicus-
taurus nos dois grupos avaliados. De 25 ovarios avaliados, 18 (72%) apresentaram foliculos
multiodcitos. Essas estruturas ja foram descritas em vacas na proporcdo de 83% (Lucci et al.,
2002) e 45% (Silva-Santos et al., 2011), em fetos bovinos Bos indicus e Bos taurus no
primeiro trimestre de gestagéo (Diniz et al., 2005; Silva-Santos et al., 2011), e em novilhas

Bos taurus indicus e Bos taurus taurus (Silva-Santos et al., 2011) até o estagio de foliculo
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antral (Ireland et al., 2008). Entretanto, ndo existem informacdes se existe influéncia destes
foliculos na foliculogénese, afetando a quantidade de FOPA (Silva-Santos et al., 2011).

N&o houve correlacdo entre o nimero de foliculos antrais e pré-antrais entre
as fémeas. Apesar de pertencerem ao grupo de alta CFA, mais que a metade dos animais
avaliados (indicus n=5/7, indicus-taurus n=4/6) obtiveram numero de foliculos pré-antrais
abaixo da média do grupo. Em fémeas indicus-taurus do grupo de baixa CFA, dois animais
obtiveram numero de foliculos pré-antrais acima da média do grupo, sendo que um obteve
namero de foliculos maior (320 504 foliculos) que a média dos grupos de alta CFA (indicus,
media=63 032 foliculos; indicus-taurus, média=116 226 foliculos).

Com este trabalho, concluimos que fémeas indicus e indicus-taurus de alta
CFA e baixa CFA, apresentam repetibilidade no nimero de foliculos antrais durante as ondas
de crescimento folicular. Fémeas indicus-taurus de alta CFA apresentaram maior quantidade
de foliculos pré-antrais comparado a fémeas indicus de alta CFA. Provavelmente, o grau de
sangue indicus e a raca taurina utilizada tenham contribuido para esta diferenca. E ndo houve

correlacdo entre a quantidade de foliculos antrais e pré-antrais entre 0s animais.
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CONCLUSOES

Com este trabalho pudemos concluir que:

e Fémeas Bos taurus indicus e V2 Bos taurus indicus x V2 Bos taurus
taurus de alta CFA e baixa CFA, apresentam repetibilidade no nimero
de foliculos antrais durante as ondas de crescimento folicular;

e Fémeas taurus de alta CFA apresentam maior quantidade de foliculos
pré-antrais em relacdo a fémeas indicus de alta CFA

e Nao existe correlagdo entre & quantidade de foliculos antrais e pré-antrais

entre 0s animais.



