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SILVA, Katia Cristina Fernandes. Estudo comparativo da recuperagéo de complexo
cumulus odcito e da populacao de foliculos pré-antrais entre fémeas Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus. 2009. 100f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

No método in vivo de aspiracao folicular, fémeas Bos taurus indicus produzem um maior
numero de odécitos em relacdo a fémeas Bos taurus taurus. Considerando que os foliculos
pré-antrais representam cerca de 90% da reserva de foliculos do ovario, uma provavel
explicacao para esta diferenca seria uma maior populacao folicular para fémeas indicus. O
objetivo deste trabalho foi comparar a populagdo de foliculos pré-antrais e a produgédo de
odcitos de fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus. Considerando-se a importancia
da foliculogénese para estudo da populagao folicular pré-antral e para a obtencédo de
odcitos, sao discutidas novas teorias, como a renovagao folicular pés-natal e a epigenética
na origem e crescimento dos gametas femininos. Para a comparagao da producao in vivo de
odcitos, foram analisadas 5.407 aspiragbes foliculares. Obteve-se 90.086 oécitos de vacas
Gir (Bos indicus), Holandesa (Bos taurus), 3/4 Holandesa x 1/4 Gir (taurus x indicus) e Y2
Holandesa x 1/2 Gir (taurus x indicus). O numero médio de odcitos totais e viaveis por
procedimento foi 17,1t4,4 e 12,1+3,8 para vacas Gir (n=3.778), 11,4t3,9 e 8,0+2,6 para
Holandesa (n=1.138), 20,4+5,8 e 16,845,0 para 3/4 Girolando (n=267), e 31,4t56 e
24,3147 para 1/2 Girolando (n=224, p<0,01). Fémeas indicus produziram mais oécitos do
que fémeas taurus, mas fémeas1/2 sangue taurus x indicus apresentaram a média mais
elevada. A partir destes dados de produgido de odcitos, fez-se uma comparagao entre a
populagao de foliculos pré-antrais de fémeas Bos indicus (Nelore) e Bos taurus (Aberdeen
Angus). Ovarios de fetos (n=10) e novilhas Nelore (n=12), e de fetos (n=10) e novilhas
Aberdeen Angus (n=12) foram coletados em abatedouros e submetidos a processamento
histolégico para contagem de foliculos pré-antrais. Nado houve diferenga entre o numero
médio de foliculos pré-antrais presente nos ovarios de fémeas Bos indicus e Bos taurus
(p>0,05). O numero médio de foliculos pré-antrais por ovario foi 143.929+253 e
285.1551+570 para fetos, indicus e taurus, e 76.851+280 e 109.6731293 para novilhas,
indicus e taurus (p>0,05). A quantidade de foliculos obtida por animal foi marcada por uma
grande variacdo entre os individuos da mesma categoria e entre as ragas. Considerando
todos os dados obtidos, demonstrou-se que a producao de odécitos de fémeas Bos taurus foi
inferior a de fémeas Bos indicus. No entanto, o numero médio de foliculos pré-antrais por
ovario de fémeas Bos taurus e Bos indicus foi semelhante. Deve existir outra diferenca na
fisiologia reprodutiva de fémeas Bos taurus e Bos indicus, excluindo-se a populagao folicular
ovariana, que explique a alta producao de odcitos obtidos a partir de fémeas Bos indicus.

Palavras-chave: Populagao Folicular. Foliculos Pré-antrais. Odcitos. Bos indicus. Bos
taurus.



SILVA, Katia Cristina Fernandes. Comparative study of cumulus oocyte complex
recovery and the population of preantral follicles from Bos taurus taurus and Bos
taurus indicus females. 2009. 100p. Dissertation (Master Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

For in vivo oocyte recovery, Bos taurus indicus females produce a higher number of oocytes
than Bos taurus taurus donor cows. Considering the preantral follicles represent about 90%
of the ovarian pool of follicles, a possible explanation for this difference should be a bigger
population of preantral follicles for indicus females. The aim of this work was to compare the
population of preantral follicles and production of oocytes among Bos taurus indicus and Bos
taurus taurus females. Considering the importance of folliculogenesis on preantral follicles
and oocyte production, new hypothesis are commented, such as postnatal follicle renewal
and epigenetics on origin and growth of female gametes. To compare the in vivo oocyte
production, 5,407 ovum pick up were analyzed. We obtained 90,086 oocytes from Gir (Bos
indicus), Holstein cows (Bos taurus), 3/4 Holstein x 1/4 Gir (taurus x indicus) and %2 Holstein
x 1/2 Gir (taurus x indicus). The average number of total and viable oocytes per procedure
was 17.1+4.4 and 12.1+£3.8 for Gir (n=3,778), 11.4+3.9 and 8.0+2.6 for Holstein cows
(n=1,138), 20.415.8 and 16.845.0 for 3/4 Holstein-Gir (n=267), and 31.41+5.6 and 24.314.7 for
1/2 Holstein-Gir (n=224, p<0.01). Indicus females produced more oocytes than taurus
donors, but 1/2 taurus x indicus females presented the highest average. From these data of
oocyte production, we performed a comparison between the population of preantral follicles
of Bos indicus (Nelore) and Bos taurus (Aberdeen Angus) females. Ovaries of Nelore fetuses
(n=10) and heifers (n=12) and Aberdeen Angus fetuses (n=10) and heifers (n=12) were
collected at slaughterhouse and subjected to histological processing for counting of preantral
follicles. There was no difference between the average number of preantral follicles in the
ovaries of Bos indicus and Bos taurus females (p>0.05). The average number of preantral
follicles per ovary was 143,929+253 and 285,155+570 for fetuses, taurus and indicus, and
76,851£280 and 109,673+293 for heifers, taurus and indicus (p>0.05). There is a large
variation of follicular pool between individuals in the same category and between the breeds.
Taking all together, we showed that the oocyte production obtained from Bos taurus females
was lower than those from Bos indicus donor cows. However, the average number of
preantral follicles per ovary of Bos taurus and Bos indicus females was similar. We believe
there is another difference in the reproductive physiology of Bos taurus and Bos indicus
females, excluding the ovarian follicle population, which explains the high oocyte production
obtained from Bos indicus females.

Keywords: Ovarian Follicular Population. Preantral Follicles. Oocytes. Bos indicus. Bos
taurus.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o primeiro pais do mundo em namero de embrides produzidos in
vitro. Durante o ano de 2006, o Brasil foi responsavel por mais de 2/3 do total de embrides
produzidos in vitro no mundo, aproximadamente 132.000 embribes, e mais de 70.000
embrides foram gerados pelo método in vivo (THIBIER, 2007). Apesar do expressivo
numero de embrides obtidos por lavagem uterina, verifica-se uma clara tendéncia de
continuidade ao aumento de embrides produzidos in vitro. No Brasil, a producgao in vitro de
embrides (PIV) é muitas vezes a primeira opg¢do para a multiplicacdo de animais de
interesse zootécnico e/ou comercial, e isto certamente tem correlagdo com o predominio de
animais zebu (Bos taurus indicus) no plantel brasileiro. Para fémeas Nelore, a mais
numerosa raca do Brasil, admite-se uma maior quantidade de embrides por procedimento
com a PIV, quando comparada a coleta e transferéncia de embrides (PONTES et al., 2009).
A valorizagao da raga Nelore, o grande numero de laboratérios privados com dominio da
PIV no Brasil e interesse de outros paises em adquirir genética Bos indicus do Brasil
justificam esse cenario (NASSER et al., 2008). Além disso, a elevada producédo de oécitos
obtida naturalmente a partir de fémeas da raga Nelore certamente contribui para este
cenario.

Considerando outros aspectos reprodutivos, as divergéncias entre Bos
taurus taurus (Bos taurus) e Bos taurus indicus (Bos indicus) ndo se apresentam tao
discrepantes. Ha diferengas moderadas entre o tamanho do trato reprodutivo e divergéncia
folicular (ADAYEMO; HEATH, 1980; SARTORELLI et al., 2005). Quanto a obtengédo de
embrides pela lavagem uterina, as médias obtidas sado similares (CASTRO-NETO et al.,
2005). No entanto, quanto ao numero de odcitos, fémeas Nelore produzem, em média, 18 a
25 odcitos por sessdo de aspiracao folicular (WATANABE et al.,, 1999; THIBIER, 2004;
RUBIN et al.,, 2004). Esta média de odécitos por sessdo € maior comparada a produgao
obtida de vacas de racgas taurinas (4-14 odcitos; MACHADO et al., 2003; RUBIN et al., 2005;
MARTINS Jr et al., 2007).

Um aspecto bastante peculiar refere-se as fémeas Bos indicus capazes de
produzir centenas de oécitos em uma Unica aspiragao folicular. Ha relatos de 251 (SENEDA
et al., dados nao publicados) e até 564 odcitos obtidos em um Unico procedimento de
aspiracao folicular (SANTOS et al., 2005). Para essas fémeas de extraordinaria produgéo, a
possibilidade de trés ondas de crescimento folicular permitira a proje¢gdo de mais de 1.000
foliculos recrutados em apenas um ciclo estral, o que certamente é algo inusitado.

Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) representam cerca de 90% da

populagao folicular (SAUMANDE, 1991) e s&o responsaveis pela renovagao continua de
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foliculos antrais no ovéario (GUILBAULT et al., 1986). Uma estimativa de um trabalho
classico da populagao folicular ovariana em fémeas Bos taurus cita o numero de 200.000
foliculos primordiais por ovario (ERICKSON, 1966). No entanto, considerando que mais de
99,9% dos foliculos sofrem atresia (CARROL et al., 1990), principalmente na fase pré-antral,
nota-se uma discrepancia entre o total de foliculos atribuidos a Bos taurus e os dados de
odcitos obtidos in vivo de fémeas Bos indicus (SAUMANDE, 1981; DRIANCOURT et al.,
1985; FIGUEIREDO et al.,1995; RUBIN et al., 2005).

Uma hipdtese para explicar esta discrepancia seria uma quantidade muito
maior de foliculos pré-antrais em fémeas Bos indicus. Os trabalhos sobre quantificacdo de
foliculos pré-antrais na espécie bovina sao anteriores a grande expansao da PIV, situacdo
em que veio a tona a elevada média de odcitos de fémeas Bos indicus. No entanto, os
dados da literatura nao sinalizam claramente para uma quantidade muito maior as
descrigcbes anteriores, obtidas com Bos taurus (LUCCI et al., 2002).

A possibilidade de uma fase prolongada de multiplicagdo das oogbnias em
fémeas Bos indicus também poderia ser considerada para explicar a diferenca na produgao
de odcitos entre fémeas Bos indicus e Bos taurus. Outra hipétese para justificar a alta
quantidade de odcitos obtidos a partir de fémeas Bos indicus seria uma menor taxa de
atresia folicular em Bos indicus em relagédo a Bos taurus. Finalmente, poderia ser aventada a
renovagao das células germinativas na fase adulta (JOHNSON et al., 2004; 2005), embora
as severas criticas a esta nova hipétese (EGGAN et al., 2006; LIU et al., 2007).

Além do debate sobre a neo-foliculogénese, outro tema tem despertado
grande interesse na revisdo de conceitos classicos da foliculogénese: trata-se da
epigenética, campo da ciéncia em grande expansdao e recentemente abordado na
foliculogénese (SENEDA et al., 2008).

Estes novos conceitos no campo da fisiologia ovariana se mostram
bastante pertinentes, pois no campo aplicado a diferenga na produgdo de odcitos entre
fémeas Bos indicus e Bos taurus tem despertado a atengao dos grupos de pesquisa, gragas
aos aspectos bastante definidos da produgao de odcitos conforme o grau de sangue indicus
de uma fémea.

Considerando estes aspectos citados, o objetivo central deste trabalho
consistiu em relatar os novos conceitos em foliculogénese, comparar a populacido de

foliculos ovarianos pré-antrais e a producao de odcitos de fémeas Bos indicus e Bos taurus.
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2 HIPOTESE

A maior producgao de oécitos de fémeas Bos taurus indicus origina- se de

um maior numero de foliculos pré-antrais, estabelecidos no periodo fetal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a populagao folicular ovariana pré-antral e a producido de

oocitos em fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Rever conceitos classicos e apresentar hipoteses inéditas em
foliculogénese;

e Comparar a producado de complexo cumulus odécito obtidos in vivo entre
fémeas Bos taurus indicus, Bos taurus taurus e produtos do cruzamento taurus e indicus;

e Comparar a populagcdo de foliculos ovarianos primordiais, primarios e
secundarios em fetos e novilhas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, por histologia

classica.



20

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 O OVARIO MAMIFERO

4.1.1 Aspectos Morfoldgicos e Estruturais do Ovario

O ovario é composto por uma regido cortical e uma medular, sendo
circundado por um epitélio superficial conhecido como epitélio germinativo que repousa
sobre uma membrana basal. Logo abaixo, observa-se a tunica albuginea e o estroma
ovariano (MURDOCH, 1996). O ovario mamifero é um 6rgao complexo composto de varios
tipos celulares: odcitos, células da granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da superficie
ovariana. Estes tipos celulares, presentes na regido cortical do ovario, posteriormente se
diferenciam em varios subtipos. Por exemplo, as células da granulosa diferenciam-se em
células do cumulus, murais ou luteais, enquanto que as células da teca desenvolvem-se em
camadas internas e externas (ERICKSON; SHIMASAKI, 2003).

A regiao cortical € composta por colagenos dos tipos | e lll, fibroblastos,
vasos sanguineos, linfaticos e terminagdes nervosas (HAFEZ, 1995). Em animais que estao
ciclando, s&do encontrados no cértex ovariano foliculos ovarianos quiescentes, em
desenvolvimento ou atresia, corpos Iuteos, corpos albicans e corpos hemorragicos
(MURDOCH, 1996).

A regido medular, localizada na por¢do mais interna do ovario, é
constituida por tecido conjuntivo fibroblastico (fibroblastos, fibronectina e fibras
colagenas do tipo | e Ill), nervos, vasos sangiineos e linfaticos. E responsavel pela
nutricdo e sustentagao do ovario (HAFEZ, 1995).

O ovario desempenha duas importantes fungbes, uma exdcrina ou
gametogénica (producido e liberacao de ovulos) e uma enddcrina ou esteroidogénica
(producéo e liberagao de horménios esteroides e de peptideos; HAFEZ, 1995). Essa dupla
funcdo é um processo interdependente, complementar e necessario para o sucesso da
reproducao (PINEDA, 1989).

A forma do ovario varia de acordo com a espécie e o estadio do ciclo estral
(PINEDA, 1989; NUNEZ, 1993; HAFEZ, 1995). Em bovinos, o ovario tem forma de améndoa
€ o peso do ovario de vacas adultas varia de 10 a 20 g. O comprimento varia de 3,0 a 4,5

cm, e a largura e a “profundidade”, 1,5 a 2,0 cm e 2,0 a 2,8 cm, respectivamente (HAFEZ,
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1995). O peso do ovario de vacas Bos indicus e o total de odcitos presentes apresentam

correlagdo muito baixa (r=0,40; p<0,01; Fernandes et al., 2001).

4.1.2 Populacéo Folicular Ovariana

Além da variacao individual, varios fatores como espécie, raca (CAHILL et
al.,, 1979), genética (ERICKSON, 1966; Smith et al.,, 1994), idade, niveis hormonais
(PETERS, 1976; RUSSE, 1983; ROY; TREACY, 1993) e estado reprodutivo do animal
(ERICKSON et al., 1976) podem influenciar a populagdo e distribuicdo dos foliculos
ovarianos. Estima-se que a populagdo folicular ovariana ao nascimento seja de
aproximadamente 235.000 foliculos na vaca, 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 et al., 1991), e
2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986).

4.2 OOGENESE E FOLICULOGENESE

Nas espécies domésticas, as fémeas nascem com um estoque de odcitos,
formado ainda no decorrer da vida fetal, como conseqiiéncia de dois processos: a oogénese
e a foliculogénese (SAUMANDE, 1991). Em ruminantes, a oogénese pode ser definida como
o desenvolvimento e a diferenciagao das células germinativas primordiais da fémea,
culminado com a formagéo do odcito hapléide fecundado (RUSSE, 1983). A foliculogénese
€ um processo fisioldgico que se inicia com a formagao do foliculo primordial e culmina com
o estagio de foliculo maduro, também conhecido como foliculo de De Graaf ou pré-
ovulatério (SAUMANDE, 1981).

O término da foliculogénese ocorre no momento da ovulagdo do foliculo
maduro, enquanto a oogénese se encerra somente apds a fecundacao (FIGUEIREDO et al.,
2002).

Durante o desenvolvimento fetal, as células germinativas primordiais
migram do saco vitelinico para as cristas gonadais, sofrem sucessivas mitoses originando as
oogobnias. Nesta etapa, células somaticas do mesonefron circundam as oogbnias, formando
os corddes corticais, precursores dos foliculos primordiais (Figura 1). As oogdnias sofrem

sucessivas mitoses e diferenciam-se em od6citos, que iniciam o processo de divisdo
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meidtica, o qual € interrompido em profase da meiose | no estagio de dipléteno (SOTO-
SUAZO; ZORN, 2005; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

Células epiteliais da ol
superficie do ovario ™—___ Ak

Foliculos primordiais

't':; Células germinativas

Figura 1 — Esquema ilustrando a origem das células da pré-granulosa durante
a formacao dos foliculos primordiais.

Fonte: adaptado de Juengel et al. (2002)

Em fémeas bovinas, o odcito primario ou imaturo permanece no estagio de
profase | até imediatamente antes da ovulagdo. O processo de meiose é retomado em
resposta a estimulagao pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante
(LH; BUCCIONE et al.,1990), passando em seguida pelas fases de metafase |, anafase | e
telofase |, ocorrendo a liberagdo 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-ovulatério dominante e resulta, dentre outros fatores, da
estimulagao especifica pelo pico pré-ovulatério de LH e FSH (ERICKSON, 1986).

No estagio de metafase Il, ocorre uma segunda interrupgdo da meiose
(BETTERIDGE et al.,1989). Na maioria das espécies domésticas, o odcito permanece em
metafase Il até ser ovulado e transportado para o oviduto, onde podera vir a ser fecundado.
Caso a fecundagdo ocorra, o odécito retoma a meiose (BETTERIDGE et al.,1989;
BUCCIONE et al.,1990) e culmina com a extrusdo do segundo corpusculo polar (GORDON,

1994), marcando assim o fim da oogénese.
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4.3 FoLicuLos OVARIANOS

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovario, constituido por um odcito
circundado por células somaticas (células da granulosa e tecais). O foliculo apresenta
fungdes enddcrina (producéo e liberacdo de hormdnios esterdides e outros peptideos) e
exocrina ou gametogénica, apresentando-se como elemento essencial para a manutengao
da viabilidade oocitaria. Dessa forma, o foliculo proporciona um ambiente ideal para o
crescimento e a maturagdo do odcito imaturo e permite que odcito maduro alcance a
ovulacao (FIGUEIREDO et al., 2002).

A populagdo de foliculos ovarianos localiza-se no cértex ovariano. Os
foliculos sao classificados em pré-antrais ou nao cavitarios (primordiais, em transicao,
primarios e secundarios) e foliculos antrais ou cavitarios (terciarios e pré- ovulatérios; Figura
2).

Pré-ovulatario

Secundario Terciario

Primordial Primario
@f, 9 o Q
2 3 4 5 E"")||r

Figura 2 — Representacao esquematica do desenvolvimento dos foliculos ovarianos
(Adaptado de Rodgers et al., 1999). 1. Odcito primario; 2. Célula da Pré-
granulosa; 3. Membrana basal; 4. Células da Granulosa; 5. Cavidade
antral; 6. Célula da teca e 7. Odcito secundario.

Admite-se, para a fase inicial do crescimento folicular, uma agéo
predominantemente local e varios fatores de crescimento foram identificados nas primeiras
modificagdes foliculares. Dentre os mais estudados, encontram-se o Kit Ligand (PARROT;
SKINNER, 1999), GDF-9 (VITT el al., 2000), bFGF (NILSSON et al., 2001) e LIF (NILSSON
et al., 2002).

De acordo com o grau de evolugao folicular, a populagédo ovariana divide-
se em foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios (foliculos primordiais, primarios e secundarios)
e antrais ou cavitarios (foliculos terciarios e pré-ovulatérios). Os foliculos ovarianos pré-
antrais (FOPA) representam 90% da populagéo folicular (SAUMANDE, 1991) e séao

responsaveis pela renovagido continua de foliculos antrais no ovario (GUILBAULT et al.,
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1986). No entanto, aproximadamente 99,9% dos foliculos pré-antrais presentes nos ovarios
nao chegam até a ovulagao (CARROL et al., 1990), sofrendo um processo degenerativo ou
apoptoético conhecido por atresia. Por isso, o ovario pode ser considerado um 6rgao de
baixissima produtividade (IRELAND, 1987).

Moustafa e Hafez (1971) afirmaram que aos cinco meses de gestacao
somente foliculos primordiais sdo observados nos ovarios de bovinos e Erickson (1966)
relataram que ao redor de 250 dias de gestacao aparecem os primeiros foliculos antrais.
Entretanto, Monteiro et al. (2003) verificaram foliculos primordiais, primarios, em

crescimento e antrais nos ovarios de fetos bovinos a partir de 22 semanas de gestagao.

4.3.1 Classificagdo e Caracterizagdo Estrutural e Ultraestrutural dos Foliculos Pré-

antrais

Os foliculos ovarianos pré-antrais sdo diferenciados entre si pela forma e
numero de camadas de células que circundam o odcito imaturo (FIGUEIREDO et al., 2002).
Hulshof et al. (1994) classificaram os foliculos pré-antrais em primordiais, primarios e
secundarios, estabelecendo que os foliculos primordiais e primarios ndo poderiam ser
distinguidos pelo didmetro, mas sim, por diferengcas morfolégicas. Segundo este estudo, os
foliculos primordiais apresentavam um oécito rodeado por uma camada de 4 a 8 células da
granulosa achatadas, os primarios mostravam um odcito rodeado por uma camada de 11 a
12 células da granulosa cuboidais e os secundarios, mais de uma camada de células da
granulosa cuboidais.

Os foliculos pré-antrais podem ser classificados também de acordo com o
grau de viabilidade em foliculos saudaveis (com lamina basal intacta, o6cito com nao mais
de trés vacuolos citoplasmaticos, vesicula germinativa e nucléolos intactos), foliculos em
atresia inicial (estagio |: odcito com mais de trés vacuolos citoplasmaticos e inicio de
descondensacdo da cromatina), foliculos em atresia moderada (estagio Il: odécito com
nucléolo e citoplasma em fragmentacao e alta condensacédo da cromatina) ou foliculos com
atresia acentuada (estagio lll: odcito completamente fragmentado ou ausente; BUTLER,
1970; WANDJI et al., 1996).
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4.3.1.1 Foliculos Primordiais

Na espécie bovina, em torno de 130 dias de gestagdo, uma camada de
células somaticas planas ou achatadas, conhecidas como células da pré- granulosa,
circundam o odcito primario ou imaturo (em préfase ), formando o primeiro e mais primitivo
dos estadios foliculares, o foliculo primordial. Apdés sua formacgdo, as células da pré-
granulosa param de se multiplicar e o foliculo primordial entra no periodo de dorméncia ou
quiescéncia. A proliferacdo celular é retomada somente quando o foliculo primordial
(quiescente) comecga a crescer, meses ou anos apos a sua formacao (HIRSHFIELD, 1991).

Os foliculos primordiais possuem 30-40 um de didmetro. No foliculo
primordial, o odcito possui 20-25 um de didmetro (BECKERS et al., 1996) e o nucleo do
00cito ocupa uma posi¢ao central com nucléolo evidente. As organelas sao uniformemente
distribuidas no citoplasma ou bem préximas ao nucleo. A mitocdndria é a organela mais
evidente e é predominantemente arredondada. O reticulo endoplasmatico liso e 0 Complexo
de Golgi sdo pouco desenvolvidos e varias vesiculas estdo espalhadas pelo citoplasma
(LUCCI et al., 2001).

A grande maioria dos odcitos no ovario € armazenada nos foliculos
primordiais. Os mecanismos envolvidos no recrutamento e na ativagdo desses foliculos
ainda nao sao bem estabelecidos. Presume-se que em 100 dias o foliculo primordial bovino

atinja o estagio pré-ovulatério (BRITT, 1991).

4.3.1.2 Foliculos Primérios

Uma vez recrutado, o foliculo primordial evolui para foliculo primario, cujas
células granulosas apresentam formato cubdide (Hulshof et al., 1994), presentes em maior
quantidade e mais volumosas (Van Der HURK et al., 1997). Em bovinos, o foliculo e o o6cito
nele contido medem, respectivamente, 40-60 um e 30- 40 um de didmetro (BECKERS et al.,
1996). Nessa espécie, essas mudangas morfolégicas ndo podem ser usadas para definir a
ativagao do foliculo quiescente porque os foliculos primordiais contém algumas células da
granulosa de forma cubodide na sua estrutura celular (Van WEZEL et al., 1996). Nessa fase,
ha o surgimento da zona pelucida, estrutura ao redor do odécito mantida por todo o
desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO et al., 2002).

Assim como nos foliculos primordiais, o citoplasma dos odcitos dos

foliculos primarios também contém numerosas mitocdndrias arredondadas. Com o



26

desenvolvimento do foliculo, a mitocéndria torna-se alongada (LUCCI et al., 2001).

4.3.1.3 Foliculos Secundarios

Com o aumento do odcito, a caracterizagdo da zona pelucida, as primeiras
células da teca (Van Der HURK et al., 1997) e pelo menos duas camadas da granulosa, o
foliculo secundario encontra-se constituido (HULSHOF et al., 1994). O foliculo secundario
atinge 60-200 um de didmetro em vacas (FIGUEIREDO et al., 2002).

No foliculo secundario, o nucleo do odcito passa de uma posicao central
no oolema dos foliculos primordiais para uma regido excéntrica, situando-se na regido entre
a zona pelucida e o centro do odcito. As organelas também se movem e ficam mais
préximas a periferia (HYTTEL et al.,, 1997). O reticulo endoplasmatico liso aumenta de
tamanho e a grande maioria das mitocdndrias sdo alongadas (LUCCI et al., 2001).

Nos foliculos secundarios e estagios subseqlentes, a comunicagao entre
as células da granulosa e o odcito é feita por jungdes intercomunicantes (GAP junctions;
HYTTEL et al., 1997).

4.3.2 Caracterizacéo Estrutural e Ultraestrutural dos Foliculos Antrais

A categoria de foliculos antrais compreende os foliculos terciarios e os
foliculos De Graaf ou também conhecidos como maduros, pré-ovulatérios ou dominantes.
Com a intensa proliferagao das células da granulosa, ha o surgimento do antro folicular, uma
area preenchida por fluido folicular, caracteristica do foliculo antral (FIGUEIREDO et al.,
2002). O surgimento dos primeiros foliculos terciarios em vacas é observado aos 230 dias
de gestacdo (ERICKSON, 1966; RUSSE, 1983).

Em bovinos, a cavidade antral pode se desenvolver em foliculos cujos
didmetros variam de 0,14-0,28 mm (LUSSIER et al., 1987). 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 ovulagédo (IRELAND, 1987). Sdo necessarios 2 ciclos estrais para
um foliculo crescer do inicio da formag¢ao do antro (0,13 mm) ao tamanho pré-ovulatério
(LUSSIER et al., 1987).

Os foliculos terciarios sdo constituidos de um odcito circundado pela zona

pelucida, varias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade antral, uma
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membrana basal e duas camadas de células tecais (teca interna e teca externa; Gordon,
1994). Caracterizam-se pela presenga de numerosas microvilosidades dentro da zona
pelicida, bem como de numerosas particulas lipidicas e mitocdndrias arredondadas e
alongadas. Um maior niumero de complexos de Golgi pode ser observado e os granulos da
cortical estao distribuidos no ooplasma, podendo-se evidenciar ainda os microtubulos (FAIR
et al., 1997).

Os foliculos de De Graaf representam o estagio terminal do
desenvolvimento folicular. Neles predominam mitocéndrias arredondadas, mas mitocéndrias
encapuzadas, que caracterizam o completo crescimento do odcito em bovinos, também séo
comumente encontradas. Reticulo endoplasmatico liso e rugoso sdo observados em grande
quantidade. Podem ser identificados ainda granulos da cortical e microtubulos no ooplasma
do odcito. O espacgo 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 fungao do nucléolo é inativada, como indica a marginalizagcao dos centros fibrilares,
sinalizando uma presumivel retragcdo dos genes rRNA do nucléolo. Concomitantemente, a
atividade transcricional do oécito €& diminuida. Foi demonstrado, entretanto, que a
transcricdo de mRNA n&o é completamente inativada com o crescimento total do odcito
(HYTTEL et al., 1997).

4.4 ATRESIA FOLICULAR

Como mencionado anteriormente, aproximadamente 99,9% dos foliculos
pré-antrais presentes nos ovarios ndo chegam até a ovulagao, sofrendo um processo
degenerativo ou apoptotico conhecido por atresia. A atresia folicular nao é igualmente
prevalente em todos os estadios de desenvolvimento folicular (FORTUNE, 1994). A atresia é
um processo fisioldgico, de duracdo desconhecida, que parece ser um dos elementos que
controla o numero de foliculos selecionados até chegar a ovulacdo. A duracao precisa, bem
como o estadio no qual os foliculos ovarianos sdo mais susceptiveis de sofrer atresia, nao
sao conhecidos (HENDERSON et al., 1987).

O processo de atresia usualmente difere entre foliculos pré-antrais
(primordiais, primarios e secundarios) e antrais. Em foliculos pré-antrais, as primeiras
alteracbes indicativas de atresia ocorrem no odcito, como por exemplo, retracdo da
cromatina nuclear e fragmentagdo oocitaria, 0 que desencadeia o processo de eliminacao
irreversivel dos foliculos ovarianos nesta fase de desenvolvimento (MORITA; TILLY, 1999).

Em foliculos pré-antrais, alteragcdes nas células da granulosa sao raramente observadas
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(JORIO et al., 1991). E importante ressaltar que apés a formacgéo da cavidade antral, ocorre
uma alteracao na sensibilidade do odcito e das células da granulosa. A partir deste estagio,
0 odcito torna-se altamente resistente e as primeiras alteragdes indicativas de atresia sao
observadas nas células da granulosa. O aparecimento de células da granulosa com nucleos
picnéticos, onde se observa condensacdo da cromatina e retracdo nuclear, podem ser
considerados como os primeiros sinais morfoldégicos de atresia, que sao observados
predominantemente em células da granulosa em proximidade da cavidade antral.
Posteriormente, fragmentos de nudcleos picnoticos ou corpos apoptéticos sdo observados na
cavidade antral (HUGHES; GOROSPE, 1991; TILLY, 1996). Com a progressao da atresia,
observa-se reducdo no numero de camadas das células da granulosa e invasdo do foliculo
por fibroblastos e macréfagos. Apds estas drasticas mudangas na camada granulosa o
odcito, frequentemente, sofre pseudomaturacdo, fragmenta-se e, finalmente, é eliminado
durante os estagios finais de atresia (BYSKOV, 1974).

Apesar de ser um fenbmeno natural, a atresia reduz de maneira
significativa o numero de odcitos potencialmente ovulaveis, diminuindo, consequentemente,
a produgédo de odcitos viaveis durante a vida reprodutiva de um animal (FIGUEIREDO et al.,
2002).

4.5 RENOVACAO FOLICULAR

Apesar do conceito do estoque finito e nao renovavel de células
germinativas (ZUCKERMAN, 1951) ser amplamente aceito, Johnson et al. (2004 e 2005)
surpreenderam a comunidade cientifica ao demonstrarem indicios de continuidade da
oogénese e foliculogénese no periodo pds-natal, apontando as células-tronco da medula
6ssea como responsaveis pela renovagao dos gametas femininos.

Os trabalhos de Johnson et al. (2004 e 2005) geraram muita controvérsia
no meio cientifico. Um dos aspectos refere-se a ocorréncia da menopausa e a inatividade
ovariana em fémeas senis. As criticas também estédo relacionadas a auséncia de sinais de
inicio e término da primeira profase meidtica e subseqliente fase de dipléteno nos supostos
oocitos derivados de células-tronco. Além disso, o curto periodo para crescimento dos novos
foliculos permitiu o questionamento da eficacia da esterilizagdo quimica.

A teoria de neo-oogénese/foliculogénese proposta por Johnson et al. (2004
e 2005) é polémica e desafia um conceito de mais de 100 anos. Apesar da questdo
permanecer em discussdo, os trabalhos sugerem uma revisdo dos conceitos sobre

foliculogénese.



29

4.6 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE FEMEAS TAURINAS E ZEBUINAS

Existem diferengas na fisiologia reprodutiva entre Bos taurus taurus (Bos
taurus) e Bos taurus indicus (Bos indicus) que devem ser consideradas, pois implicam em
diferentes técnicas de manejo e respostas a tratamentos hormonais. O conhecimento
dessas particularidades é fundamental para aumentar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos
(BARUSELLI et al., 2007).

Com relagdo ao estro comportamental, existem diferencas observadas
entre racas (RAE et al., 1999), e embora ainda ndo completamente elucidadas, entre grupos
genéticos (zebuinos e taurinos). FEmeas Bos indicus geralmente apresentam estro de
duragdo mais curta (aproximadamente 10 horas), o que dificulta sua deteccédo (BO et al.,
2003). Além disso, mais de 50% dos animais desse grupo genético iniciam a manifestagéo
de estro no periodo noturno (entre 18:00 e 6:00 horas; PINHEIRO et al., 1998; MEMBRIVE,
2000), sendo que cerca de 30% iniciam e encerram o estro durante a noite (PINHEIRO et
al., 1998), dificultando o manejo e a eficacia da detecgéo de estro. Em condi¢des brasileiras
de manejo, a avaliagdo do comportamento reprodutivo de vacas de corte com auxilio de
radiotelemetria (Heat-Watch) mostrou que a duragdo do estro em Bos indicus € menor do
que em Bos taurus (12,9 + 2,9 horas em Nelore vs. 16,314,8 horas em Angus; Mizuta,
2003). Apesar disso, o intervalo entre o estro e a ovulagao nao apresentou diferengas entre
estas duas ragas (Nelore, 27,1+3,3 horas vs. Angus, 26,1+ 6,3 horas).

Considerando o numero de ondas de crescimento folicular por ciclo estral,
animais da raga Holandesa apresentam predominancia de duas e trés ondas de crescimento
folicular por ciclo estral (SAVIO et al., 1988; SIROIS; FORTUNE, 1988; GINTHER et al.,
1989; WOLFENSON et al., 2004). Entretanto, em zebuinos existem relatos que descrevem
maior incidéncia de 3 ondas, sendo notificada a presenca de até 4 ondas de crescimento
folicular por ciclo estral (Brahman — RHODES et al., 1995; Nelore — FIGUEIREDO et al.,
1997; Gir — VIANA et al., 2000). Além da diferenca no numero de ondas, existem trabalhos
que descrevem que fémeas Bos indicus recrutam maior nimero de foliculos por onda de
crescimento folicular que fémeas Bos taurus (33,4 + 3,2 vs 25,4 + 2,5; Carvalho et al., 2008).
Essa caracteristica tem influéncia direta na eficiéncia da técnica de transferéncia de
embrioes e de OPU-PIV,

indicando vantagem de fémeas zebuinas sobre taurinas. Utilizando-se o
método de lavagem uterina, a média de embrides obtidos & similar entre esses grupos
genéticos (CASTRO-NETO et al., 2005). No entanto, a média de odcitos recuperados por
aspiracao folicular é maior para fémeas zebuinas (média de 18 a 25 odécitos; WATANABE et
al., 1999; THIBIER, 2004; RUBIN et al., 2004) do que para taurinas (média de 4 e 14 odcitos
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por sessao de aspiracao folicular; Machado et al., 2003; Rubin et al., 2005; Martins Jr et al.,
2007). Existem relatos de que o numero 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).

Alguns autores levantaram a hipotese de que a possibilidade de um maior
numero de foliculos presentes no ovario de Bos indicus poderia ser devido a elevada
concentragdo de IGF-I, mesmo na presenca de baixos niveis de FSH (BO et al., 2003). Essa
diferenca nas concentracées de FSH e de IGF-I pode explicar a maior sensibilidade ao
tratamento superovulatério em doadoras Bos indicus (BARROS; NOGUEIRA, 2001).
Existem relatos que confirmam que é possivel reduzir consideravelmente a dose de FSH
para superovular fémeas Nelore (BARUSELLI et al., 2003), empregando doses inferiores as
usualmente utilizadas para Bos taurus.

Ha diferencas moderadas entre o tamanho do trato reprodutivo e a
divergéncia folicular entre Bos taurus e Bos indicus (ADAYEMO; HEATH, 1980;
SARTORELLI et al., 2005). Em bovinos da raga Holandesa (Bos taurus), a divergéncia tem
inicio por volta do dia 2,8 ap6s a emergéncia (GINTHER et al., 1996) e, em novilhas da raga
Nelore (Bos indicus), 2,5 a 2,7 dias ap6s a ovulacédo (GIMENES et al., 2005; SARTORELLI
et al., 2005; CASTILHO et al., 2006).

O didmetro maximo alcangado pelo foliculo dominante em cada onda de
crescimento folicular também difere entre fémeas Bos taurus (17,1 e 16,5 mm para a
primeira e segunda onda; GINTHER et al.,, 1989) e Bos indicus (11,3 e 12,1 mm,
respectivamente; FIGUEIREDO et al., 1997). Para animais com trés ondas de crescimento
folicular, os didametros maximos foram de 16,0; 12,9 e 13,9 mm para Bos taurus (GINTHER
etal., 1989) e 10,4; 9,4 e 11,6 mm para Bos indicus (FIGUEIREDO et al., 1997). O didmetro
do corpo luteo também parece ser menor em Bos indicus (17 a 21 mm de didmetro;
RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997) do que em Bos taurus (20 a 30 mm de
didmetro; GINTHER et al., 1989; KASTELIC et al., 1990). Da mesma maneira, ha relatos de
que a concentracdo de progesterona produzida pelo CL também é inferior em zebuinos em
relacado aos taurinos (SEGERSON et al., 1984).
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Resumo

Novas teorias tém sido propostas sobre a origem e o crescimento dos
gametas femininos, desafiando conceitos de mais de 150 anos. A possibilidade de
formacao continua de foliculos e odcitos apresenta-se como hipétese extremamente
interessante, mas requer ainda novos trabalhos, seja para comprovar sua existéncia
ou refuta-la definitivamente. O estudo da epigenética surge como grande
possibilidade para uma melhor compreensdo dessas teorias. As variagdes
epigenéticas sdo dindmicas, transmitidas entre geracdes e guardam relagcdo com o
ambiente. O estoque finito de odcitos, a renovagao continua, ou a co-existéncia de

ambos sao discutidos neste artigo.

Palavras chave: Foliculos. Odcitos. Foliculogénese. Epigenética.
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Abstract

New theories have been proposed for the origin and growth of female
gametes, challenging concepts of more than 150 years. The possibility of continue
formation of follicles and oocytes appears to be very interesting hypothesis, but it still
need further works, either to prove or refute its existence forever. The study of
epigenetic comes as a remarkable possibility for a better understanding of these
theories. The epigenetic changes are dynamic, passed down between generations
and are related with environment. The finite stock of oocytes, the continuous renewal,

or co-existence of both are discussed in this paper.

Keywords: Follicles. Oocytes. Folliculogenesis. Epigenetic.
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Introdugao

Para uma expansdo sélida de todo o universo tecnoldgico vinculado a
reproducgdo, a base fundamental de toda a fisiologia feminina é a foliculogénese. Por
esta razdo, o interesse sobre o tema tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos. As crescentes aplicagcdes, bem como os multiplos desafios das biotécnicas de
colheita e transferéncia de embrides, produgao in vitro de embrides e inseminagao
artificial em tempo fixo, além de técnicas associadas, como a medicina regenerativa,
por exemplo, justificam a necessidade do continuo aprimoramento do conhecimento
da fisiologia das fémeas, envolvendo oogénese, foliculogénese e desenvolvimento
embrionario.

Um dos aspectos mais surpreendentes da foliculogenese é a producao de
odcitos obtida naturalmente a partir de fémeas Nelore. Vacas Nelore produzem, em
média, 25 odcitos por sessao de aspiragao folicular, sem qualquer procedimento
adicional, como aplicacdo de FSH, BST ou controle do ciclo estral. Esta média de
odcitos por sessdo € aproximadamente quatro vezes maior a producido obtida de
vacas de racas européias. Um aspecto bastante peculiar refere-se as fémeas
capazes de produzir centenas de odcitos em uma Unica aspiracado folicular. Ha
relatos de 251(SENEDA et al.,dados ndo publicados) e até 564 odécitos obtidos em
um unico procedimento (SANTOS et al.,2005). Considerando a possibilidade de trés
ondas de crescimento folicular, seria possivel a projecao de mais de 1000 foliculos
recrutados em apenas um ciclo estral.

As biotécnicas associadas a reproducao tém apresentado um crescimento
extraordinario nos ultimos anos, tanto no contexto molecular quanto nos aspectos
aplicados. O Brasil apresenta-se como segundo pais em embrides bovinos
produzidos in vivo e lider mundial dos produzidos in vitro, e isto certamente tem
correlagdo com o predominio da raca Nelore no plantel nacional. Para fémeas
Nelore, pode-se admitir uma maior quantidade de embrides por procedimento com a
producao in vitro de embrides (PIVE), quando comparada a colheita e transferéncia
de embrides (NONATO Jr et al., 2004).

Igualmente em franco desenvolvimento encontra-se a epigenética, a area do
conhecimento que estuda as interagdes dindmicas do DNA com as proteinas e
grupos quimicos presentes no nucleo da célula. Embora as possibilidades de

variagdo da expressdo génica sejam conhecidas ha alguns anos, apenas em
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passado bastante recente as interagbes epigenéticas passaram a ser melhor
compreendidas. Um grande incremento ao estudo da epigenética adveio com a
surpreendente descoberta do limitado numero de genes da espécie humana. O
Projeto Genoma Humano demonstrou de maneira inequivoca a necessidade de se
buscar outras explicagoes, além da quantidade de genes, para justificar a
complexidade funcional dos organismos superiores.

Apesar das areas citadas serem de extrema importancia para o progresso da
ciéncia e para a heranga genética das futuras geragdes, o controle epigenético da
reproducdo € relativamente pouco conhecido. No contexto da reproducio, varios
aspectos do conhecimento fisiolégico, da eficiéncia de producéo e da aplicabilidade
do modelo animal nas ciéncias biomédicas, seriam extremamente beneficiados com
um maior conhecimento da epigenética.

Somando-se aos aspectos dindmicos da aplicacdo de tais biotécnicas, o
estudo da foliculogénese apresenta-se em momento extremamente importante. No
contexto do estabelecimento da populagao folicular ovariana, novas teorias tém sido
propostas, desafiando conceitos de mais de 150 anos sobre a origem e o
crescimento dos gametas femininos. A neo-foliculogénese apresenta-se como
hipétese a requerer profundos e sélidos trabalhos, seja para comprovar sua
existéncia ou refuta-la definitivamente. O estoque finito de odcitos, a renovagao

continua, ou a co-existéncia de ambos s&o discutidos neste artigo.

Conceitos basicos da foliculogénese

Admite-se que o inicio da foliculogénese em fémeas mamiferas ocorre na
fase fetal, quando as células germinativas primordiais migram do saco vitelino para a
gbnada em formacéo, originando as oogbnias. Estas diferenciam-se em odcitos, os
quais, associados com as células da pré-granulosa, constituem os foliculos
primordiais. Os odcitos iniciam o processo de divisao meiodtica, o qual é interrompido
em préfase da meiose | até o recrutamento folicular (SOTO-SUAZO; ZORN, 2005;
Van Den HURK; ZHAO, 2005). Somente apos o recrutamento ha continuidade
do desenvolvimento do foliculo e retomada da meiose, no estagio final de

desenvolvimento do foliculo antral (Eppig et al., 1992). Apesar da importancia do
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recrutamento folicular para o entendimento da foliculogénese, os mecanismos
envolvidos nesse processo ainda permanecem desconhecidos.

Uma vez recrutado, o foliculo primordial passa a foliculo primario, cujas
células granulosas apresentam formato cubdide. Uma caracteristica marcante dessa
fase é o surgimento da zona pelucida, estrutura ao redor do odcito mantida por todo
o desenvolvimento folicular.

Com o aumento do odcito, a caracterizagdo da zona pellcida, as primeiras
células da teca e pelo menos duas camadas da granulosa, o foliculo secundario
encontra-se constituido, e ja sao verificados os efeitos do FSH e LH (Van Den HURK
et al., 2000).

A etapa seguinte do desenvolvimento consiste no foliculo terciario, cuja
distingdo do anterior ocorre pela multiplicagdo das camadas da granulosa, além da
organizagao completa das células da teca. O FSH tem se revelado como agente
fundamental nesta etapa. Ndo apenas pela sua agao enddcrina conhecida, mas
também pelo seu envolvimento na acao paracrina de fatores de crescimento, como
relatado para membros do grupo FGF,como o FGF-8 (BURATINI et al., 2005). Um
grande evento fisioldgico, a formagéao do antro, representa um marco importante no
estudo do crescimento folicular, pois é precursor dos processos de desvio e
dominancia folicular.

Além de representar a fase de mais intensa agéo gonadotrofica, a presenca
do liquido folicular viabiliza os estudos ultra-sonograficos, permitindo o
acompanhamento in vivo até o destino final do foliculo: atresia ou ovulagdo. A
repeticdo destes processos ao longo da vida pos-natal leva ao declinio progressivo
do numero de odcitos, sendo aceita a auséncia de células germinativas nos ovarios
na senilidade (WALDEYER, 1870).

Novos conceitos em foliculogénese

Apesar do conceito sobre o estoque finito e nao renovavel de células
germinativas ser considerado uma premissa basica da fisiologia da reprodugédo ha
mais de 150 anos (Byskov et al., 2005), Johnson et al. (2004 e 2005) apresentaram

evidéncias para propor a revisdo deste paradigma, demonstrando indicios da
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continuidade da oogénese e foliculogénese no periodo pés-natal, pela atuagao de
células-tronco.

Existem varias populagdes de células-tronco na medula d&ssea, com
evidéncias promissoras de potencial de plasticidade, isto é, habilidade de gerar
células de outros tecidos, independente do folheto embrionario de origem. Este
potencial de plasticidade da célula-tronco parece favorecer a hipdtese de neo-
oogénese/foliculogénese formulada por Johnson et al. em 2004. Esses autores
demonstraram a ocorréncia de proteinas especificas do inicio da meiose em ovarios
de camundongas adultas, o que somente deveria ocorrer durante a fase fetal, de
acordo com o conceito atual. Em 2005, Johnson et al. submeteram um grupo de
camundongas a esterilizagdo quimica, relatando auséncia de foliculos apdés o
tratamento. Em seguida, os animais receberam transfusdo de medula dssea e
sangue periférico e, uma semana apos, foliculos viaveis em crescimento foram
identificados nos ovarios.

A hipétese de Johnson et al. (2004 e 2005) tem promovido acirrados debates,
sendo contrariada por outros pesquisadores. Nos aspectos clinicos, a ocorréncia da
menopausa e a inatividade ovariana em fémeas senis apresentam-se como
fendmenos amplamente aceitos. Outras criticas referem-se a auséncia de sinais de
inicio e término da primeira profase meidtica e subseqliente fase de dipléteno nos
supostos odcitos derivados de células-tronco. Além disso, o curto periodo para
crescimento dos novos foliculos permitiu o questionamento da eficacia da
esterilizacdo quimica.

Em um experimento especificamente delineado para aferir a hipdtese de
Johnson et al. (2004; 2005), Eggan et al. (2006) pesquisaram a renovagao folicular
por células difundidas pelo sangue em camundongas parabiodticas, animais
isogénicos unidos cirurgicamente pela lateral do corpo, para uma circulagdo
sanguinea partilhada. Sendo uma das fémeas transgénica para uma proteina
fluorescente, esperava-se a expressao desta proteina nos odcitos da outra fémea,
nao transgénica. No entanto, mesmo apdés 6 meses testando diversos ensaios
experimentais nas camundongas parabioticas, os autores n&o obtiveram ovulagao
de nenhum odcito expressando a proteina fluorescente, contrariando a teoria
apresentada por Johnson et al. (2004 e 2005).

Apesar da conclusdo de Eggan et al. (2006) mencionada acima, alguns

detalhes comparativos entre os trabalhos merecem ateng¢do. Enquanto o grupo
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liderado por Tilly (JOHNSON et al. 2004 e 2005)descrevem a “renovacgao folicular”,
Eggan et al. (2006) declaram a auséncia de “odcitos ovulados”. Ou seja, permanece
uma lacuna, referente ao intervalo existente entre a formagao e crescimento de um
foliculo — aspectos inicial e intermediario — e a presenga de um odécito maduro no
oviduto — produto final.

Apesar das oposicoes a teoria de renovacao folicular pds-natal, outros
grupos, utilizando diferentes estratégias experimentais, realizaram descobertas
bastante promissoras, indiretamente em favor da mesma. Apdés a inducao de
diferenciacdo de uma cultura de células-tronco de epiderme de fetos suinos, Dyce et
al. (2006) verificaram que algumas dessas células apresentaram marcadores tipicos
de células germinativas em formagao. Posteriormente, foram identificadas estruturas
semelhantes a foliculos em crescimento, capazes de produzir estrogeno,
progesterona e responsivas a estimulos de FSH e LH. Além disso, os autores
relataram partenogénese espontanea, com formacgado de estruturas semelhantes a
embrides. Apesar de ja haver relato na literatura de diferenciagao in vitro espontanea
de células-tronco em células germinativas a partir de cultivo de células embrionarias
humanas(CLARK et al.,2004),até o momento, nenhum outro grupo alcancou o feito
de producdo de odcitos, foliculos (secretando esterdides) e embrides — embora
partenogenéticos — a partir de células-tronco, como descrito pela equipe de Guelph
(DYCE et al., 2006).

Mais recentemente, Liu et al. (2007) utilizaram ovarios de mulheres adultas
obtidos cirurgicamente por razdes extra-ovarianas, como anomalias uterinas.
Através de técnicas de RT-PCR, Western Blot e imunohistoquimica, os autores
pesquisaram a expressao de alguns dos principais genes envolvidos com a meiose
(SCP3, Oct3, Oct4, c-KIT, PCNA e KI-67), concluindo nao haver indicios da
ocorréncia de meiose, contrariando dessa forma a hipétese de renovacgao folicular
pos-natal.

Tilly e Johnson (2007) prontamente contra-argumentaram a concluséo de Liu
et al. (2007), alegando ser a “auséncia da evidéncia” argumento cientifico
insuficiente para refutar a nova hipotese. Segundo os pesquisadores de Harvard,
para refutar a nova hipdtese, experimentos mais solidos do que auséncia de
expressao génica seriam necessarios, especialmente apds transcorridos quatro anos

desde o primeiro artigo apresentando a neo-foliculogénese (JOHNSON et al., 2004).
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A partir dos trabalhos de Johnson et al. (2004 e 2005), sugerindo a
participacdo de células-tronco provenientes da medula Oéssea na neo-
oOgenese/foliculogénese, algumas especulagdes podem ser feitas. Seria possivel
ocorrer alguma alteragado folicular ou ovariana apds auto-transferéncia de medula
Ossea ou retirada da mesma e reinjecdo no mesmo organismo? Quando submetidas
a um estimulo, camundongas jovens que sofreram esterilizagdo quimica
apresentariam resposta diferente de camundongas que tiveram esgotamento natural
de suas reservas foliculares?

Seguindo esse raciocinio, seria a esterilizacdo quimica um agente para a
neofoliculogénese? Sabe-se que mulheres jovens que sofreram esterilizagdo
quimica, quando submetidas a um estimulo, voltaram a produzir foliculos.

A teoria da neo-oogénese/foliculogénese é polémica, afinal, trata-se de um
questionamento sobre um conceito amplamente aceito por mais de 150 anos. Os
trabalhos atualmente em andamento deverdo contribuir para esclarecer melhor a

questao.

Epigenética e foliculogénese

A “epigenética” estuda as modificagdes fenotipicas herdaveis sem alteragdes
na sequéncia do DNA, ou seja, informagdes carreadas pelo cddigo genético nao
vinculadas ao DNA (COSGROVE; WOLBERGER, 2005).

Nos eucariotos, a informagdo genética € armazenada na cromatina, um
polimero composto pela associagdo do DNA com 4 proteinas histonas - H2A, H2B,
H3 e H4- mais uma histona de conexdo- H1(TROTTER;ARCHER,2007).0 conjunto
de 147 pares de base do DNA arranjadas ao redor de um octadmero de proteinas

histonas constitui o nucleosomo (Fig. 1).
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Figura 1. Estrutura esquematica do nucleossomo. DNA
(vermelho) envolto no octamero (verde) de histonas
H2A, H2B, H3 e H4. H1: histona de conex&o.

Por muito tempo, acreditou-se que o nucleosomo tivesse fungdo apenas
estrutural, permitindo a condensacéo e organizagédo do DNA no nucleo da célula
(COSGROVE; WOLBERGER, 2005).

Recentemente, descobriu-se o papel crucial e dindmico do nucleosomo no
controle da expressao génica. Conforme a maior ou menor interagdo do DNA com as
proteinas que compdem o nucleosomo, a expressao dos genes pode ser alterada.
Em outras palavras, o controle transcricional depende da acessibilidade do DNA,
sendo este aspecto regulado por modificagées nas histonas (NARLIKAR et al, 2002).
Essas modificagdes bioquimicas podem ocorrer por fatores endégenos ou exdgenos,
sendo normalmente de natureza reversivel. As principais alteragbes bioquimicas,
como metilagao, fosforilagado e acetilagdo, sdo capazes de interferir na interagao do
DNA com as histonas, causando modificagdes na capacidade de expressao do
cédigo genético. Essas reagbes sdo predominantemente reversiveis, constituindo
assim uma maneira muito dinamica de facilitar ou reprimir a acdo do DNA
(MELLOR, 2006).

Os processos epigenéticos sdo naturais e essenciais para muitas fungdes do
organismo, porém se ocorrerem inadequadamente podem ter efeitos adversos na
saude e no comportamento. Agentes como metais pesados, pesticidas, horménios,
virus, bactérias entre outros podem gerar alteragdes bioquimicas na cromatina,
interferindo na expressao de certos genes, podendo levar a disfungdes respiratorias,

reprodutivas e a varios tipos de cancer. Essas modificagdes epigenéticas podem ser
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transmitidas por até quatro geragdes, evidenciando assim a importancia da
epigenética no processo evolutivo (WEINHOLD, 2006).

Diversos fatores, internos e externos, sao capazes de atuar nas modificacoes
no nucleosomo e assim interferir na expressao final do cédigo genético (KIMMINS;
SASSONE-CORSI,2005). Portanto,a epigenética poderia ser considerada uma ponte
entre o gendtipo e o fendtipo (GOLDBERG et al., 2007), apresentando-se como um
mecanismo essencial para o processo evolutivo, ja que estimulos externos podem
variar a expressao do genoma. Tais aspectos apresentam acréscimo de importancia
para as células germinativas, considerando a propagacao de informagdes para as
préoximas geragoes (KIMMINS; SASSONE-CORSI, 2005).

A ativacdo ou repressao da transcricdo também esta relacionada com a acéo
de remodeladores da cromatina. Os remodeladores sao complexos protéicos que
alteram a mobilidade do nuclesomo, permitindo uma espécie de “deslizamento” entre
as proteinas histonas e a dupla hélice do DNA. Com essa movimentagao, ocorre
também uma modificagdo na possibilidade de expressdo do DNA (COSGROVE et
al., 2004). Os eucariotos contém pelo menos cinco familias de remodeladores de
cromatina: SWI/SNF, ISWI, NURD/Mi-2, INO80 e SWR1 (SAHA et al., 2006). O
complexo SWI/SNF, um dos mais estudados, regula a expressao génica através de
elementos promotores e regulatérios (KNOTTet al.,2006). Trata-se de um complexo
protéico ATP-dependente que esta envolvido em aspectos criticos do crescimento
celular e na estabilidade do genoma(KADAM; EMERSON, 2003).Foi primeiramente
identificado em leveduras, sendo altamente conservado entre os eucariotos
(PETERSON; WORKMAN, 2000).

A BRG1 (brahma related gene) € uma importante subunidade protéica do
complexo SWI/SNF, e parece apresentar uma importancia crucial nos eventos da
reproducdo. A expressdo da BRG1 em odcitos (BULTMAN et al.,2000) e embrides
(BULTMAN et al., 2006) de camundongos evidenciam a participagao desta proteina
na foliculogénese e embriogénese. Odcitos nulos para a expressédo da BRG1
completaram a meiose e foram fecundados, porém, os embrides concebidos tiveram
seu desenvolvimento interrompido no estagio de 2 a 4 células, com a atividade
transcricional reduzida em 30% dos genes, o que sugere o envolvimento desta
proteina na ativagdo do genoma embrionario e como marcador da qualidade
oocitaria e embrionaria(BULTMAN et al.,2006). A auséncia da expressdo da BRG1

também foi associada a letalidade embrionaria precoce (BULTMAN et al., 2000).
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Admite-se que o complexo processo da foliculogénese em ovarios mamiferos
€ regulado por um coordenado programa entre elementos gendmicos e epigenéticos
(RUIZ-CORTES et al., 2005). Relacionando a epigenética com o processo de
foliculogénese, um estudo mostrou que a fosforilagdo do aminoacido de numero 10,
uma serina da histona H3, foi relacionada com atividade transcricional favoravel ao
processo de divisdo celular(HANS; DIMITROV,2001). Por sua vez,esta modificagao
da H3 apresentou-se vinculada a acao tanto do FSH como do estradiol, durante o
periodo pré-ovulatdrio, comprovando a estreita relacdo desta alteracao na cromatina
com a regulacéo do crescimento folicular (RUIZ-CORTES et al., 2005).

Além da serina 10 da H3, o aminoacido de numero 4 da H3, uma lisina (K),
tem despertado o interesse dos pesquisadores. A H3K4 e a enzima reguladora da
sua metilacdo — Lysine Specific Demethylase 1 (LSD1) — parecem exercer um papel
central no comando da expressao génica, ndo sO na meiose das células
germinativas, mas também nas células de suporte, como demonstrado recentemente
na espermatogénese em camundongos (GODMANN et al.,dados ndo publicados) e
na oogénese para Drosophila (Di STEFANO et al., 2007).

Em mamiferos, os primeiros resultados indicam intensa atividade da H3K4 no
odcito, desde o estagio de foliculo primordial até os grandes foliculos antrais. Para
as células da granulosa e da teca, diferentes padrbes foram identificados, conforme
o numero de metilagdes. Enquanto a mono e a di-metilagdo da H3K4 aparentemente
restringem suas atividades aos foliculos antrais, a H3K4 tri-metilada foi identificada
mais precocemente, em foliculos primarios e secundarios, possivelmente exercendo
um papel na regulagdo dos vaérios fatores locais envolvidos com o crescimento
folicular nesta fase. A LSD1 nao foi identificada em nenhuma etapa pré-ovulatéria,
sugerindo uma atividade ampla e ininterrupta da H3K4 ao longo de todo o
crescimento folicular (SENEDA et al., 2008).

Um aspecto particularmente interessante € o papel da epigenética no controle
da pluripoténcia de células-tronco (SURANI et al.,2007),e especialmente a atuacao
da H3K4 no restabelecimento da pluripoténcia em células somaticas, ou
transdiferenciagao (KIMURA et al., 2004; LIN; DENT 2006).

Concluindo, o conceito do estoque finito de gametas femininos € um fato bem
estabelecido e foi comprovado diversas vezes nas Ultimas décadas. Mas a
capacidade de diferenciacdo de células-tronco tem sido cada vez mais

surpreendente e células complexas, como neurbnios e hepatdcitos, ja foram obtidas
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a partir de células-tronco adultas. Considerando a recente constatagdo de como a
epigenética pode interferir na capacidade de expressao génica, a possibilidade de
diferenciagédo de células-tronco em odcitos por mecanismos epigenéticos parece ser
cada vez mais evidente. Uma vez que trabalhos recentes tém demonstrado a
importancia da participacdo epigenética na foliculogénese, a pergunta a ser feita é:
seria a epigenética a chave para a compreensao da hipétese da renovacgao folicular
pos-natal? Neste cenario inédito e promissor, outra pergunta se apresenta: seria
compativel a co-existéncia de ambos os modelos, ou seja, a produgédo de odcitos na
fase fetal e, sob condi¢cbes especificas, a neo-formacgao folicular?

A raca Nelore pode ser um excelente modelo biolégico para a elucidacéo de
algumas dessas questdes. A surpreendente quantidade de odcitos obtida
naturalmente a partir de fémeas dessa raga sinalizam claramente para isso.

As evidéncias sugerem algo novo, porém mais investigacbes sao
necessarias. A Ciéncia requer sempre o espirito critico e isento de investigacao, sem
ceticismo gratuito ou impulsividade. Podemos estar diante de uma modificagéo
extraordinaria do conceito de foliculogénese, com potenciais reflexos na TE, FIV e
IATF e todo o segmento da reprodugdo. Cabe a cada um de nés buscar a constante
atualizacdo e a anadlise critica dos artigos, para que o0s conceitos reais sejam

encontrados.
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Abstract

In the recent years, Brazil has become the leading country in the world for the
number of embryos produced in vitro. This is partly due to the large numbers of Bos
indicus in Brazil, making up about 80% the total cattle. The mean oocyte production
per ultrasound-guided follicular aspiration from Bos indicus is higher those for
European breeds. In the present study, we analyzed 5,407 ovum pick up (OPU) and
compared the production of total (n = 90,086) and viable (n = 64,826) oocytes from
Gir (Bos indicus), Holstein (Bos taurus), 3/4 Holstein x 1/4 Gir, and 1/2 Holstein-Gir
crossbreed cows. To obtain oocytes OPU/IVP was repeated from 4 to 7 times (5.7 £
2.4) in each donor cow during a 12-mo period. On average, 16.7 £ 6.2 oocytes were
obtained per OPU procedure and 71.96% were considered viable. The mean
numbers of total oocytes per OPU procedure were 17.1 £ 4.4 for Gir cows (n =3,778),
11.4 + 3.9 for Holstein cows (n =1,138), 20.4 + 5.8 for 3/4 Holstein x 1/4 Gir (n =267),
and 31.4 + 5.6 for 1/2 Holstein-Gir crossbreed females (n =224, P<0.01). The mean
numbers of viable oocytes per OPU procedure were 12.1 + 3.8 for Gir cows, 8.0 £ 2.6
for Holstein cows, 16.8 £ 5.0 for 3/4 Holstein x 1/4 Gir, and 24.3 = 4.7 for 1/2
Holstein-Gir crossbreed females (P<0.01). Interestingly, our results demonstrate the
highest mean of oocytes from 1/2 taurus X 1/2 indicus donors and not for Bos indicus

females.

Keywords: Oocytes. Ovum pick up. IVF. Cattle. Bos indicus.
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1. Introduction

In almost all countries, the in vivo method of cattle embryo production is
preferred. However, in the Brazilian herd, there is a strong preference for using the in
vitro system to substitute for MOET [1]. As we have recently described [2], there are
specific reasons for this. The most popular breed in Brazil is Nelore (Bos taurus
indicus) and we have demonstrated that a unique aspect of this breed is high oocyte
production [2]. Besides the predominance of Bos taurus indicus (or Zebu) breeds and
the number of oocytes, it is important to consider the increasing marketing of Zebu
breeds, as well the expansion of private companies performing in vitro embryo
production in Brazil. It is also important to mention the recent interest in other tropical
countries in acquiring Bos indicus genetics from the Brazilian herd [3].

Even in countries where in vivo embryo generation is preferred, in vitro
production of bovine embryos is considered to be an important tool for increasing the
reproductive efficiency of cattle of high genetic value [4]. The in vitro process begins
with oocyte harvesting, with the oocytes varying in number and quality due to several
aspects. The quality of the oocytes has a strong influence on the efficiency of
maturation, fertilization, and in vitro culture systems [5-7].

All factors that interfere with the oocyte recovery rate should be considered
mainly as biological and technical variables [8-11]. Results of follicular aspiration
depend on the interval between aspirations, follicular development, hormones,
experience of the practitioner, and many other factors [12-15]. However, since the
basic procedures for in vitro embryo production have been accepted throughout the
world, it will be interesting to better understand the influence of the cattle breed on
follicular growth and oocyte yield.

Many differences in follicles and oocytes have been described in Zebu as
compared with European breeds [16-18]. Usually, Bos indicus donors tend to present
more follicular waves [17,18] and a larger population of small follicles (< 5 mm)
compared to Bos taurus breeds [19]. Furthermore, Nelore cows have smaller
dominant follicles and CLs, with shorter estrus than Bos taurus breeds [20,21].
However, none of these comparisons is as peculiar as the high number of oocytes
that can be obtained from Zebu females [2]. Nevertheless, as of yet, there is no
biological explanation of this intriguing difference in the reproductive physiology of

these cows.
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When there is difficulty getting the expected number of embryos from MOET in
European cattle, the most common procedure done for oocyte recover has been
OPU [22]. However, technology in the IVF industry has been greatly improved in
recent years, and it would be interesting to reevaluate oocyte recovery from Bos
taurus donors without reproductive problem, using technical improvements in the
follicle aspiration, as well using practitioners with greater expertise.

Another interesting factor that has not been addressed using OPU is the
oocyte production from European x Zebu crossbreeds. For Holstein cows, mean
values of 4.1 [23] to 9.9 oocytes [24] per OPU session are standard. Three to four
times more oocytes have been harvested from Zebu donors, with averages ranging
from 18 to 25 recovered oocytes per OPU session [25-27]. Despite the great interest
in taurus-indicus crossbreeds, which usually have the combined best characteristics
from both breeds, there is a lack of information about this topic in the literature. There
is particularly great interest in embryo production from the Holstein-Gir, a very
popular Brazilian milk cattle crossbred from Holstein and Gir (indicus) because many
countries in the world are interested in their ability to generate a large amount of milk
with a strong resistance to the tropical environment.

The aim of the present study was to present data of oocyte production from
Bos taurus (Holstein), Bos indicus (Gir), and Holstein-Gir (Holstein x Gir) breeds. All

data were collected from one of the biggest Brazilian embryo centers, In Vitro Brasil.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Non-pregnant, healthy, and cycling Gir (Bos indicus n =617), Black-and-White
Holstein (Bos taurus n = 180), 3/4 Holstein x 1/4 Gir (n =44), and 1/2 Holstein-Gir
(n =37) cows were used as oocytes donors. The average body condition score was
3.5 £ 0.5 (scale 1 to 5) [28] and the age ranged from 3 to 7 years (5 = 2.3). All
animals were selected on the basis of genetic merit and had regular ovarian activity
(based on transrectal palpation and ultrasonography). All cattle were submitted to
OPU (5,407 procedures) with an average of 5.7 + 2.4 (4 to 7) OPU performed per
donor cow. Because the experiments were conducted in a commercial embryo

production center, animals were randomly used in OPU without a specific schedule



61

or predetermined sequence. For each donor cow there was a minimum interval of 15
days between OPU. None of the females were submitted to hormonal treatment
before OPU. Experiments were conducted over a 12 month interval in a commercial

embryo production center located in Mogi-Mirim, Sdo Paulo, Brazil.

2.2. Donor preparation

Before each procedure, feces were removed from the rectum and the perineal
area was cleaned with tap water and 70% ethanol. Prior to OPU, each cow received
epidural anesthesia using 7 mL of 2% lidocaine (Anestésico L, Pearson, Sdo Paulo,

Sao Paulo, Brazil) to decrease peristalsis and discomfort.

2.3.Follicle aspiration

Animals were used independent of their estrous cycle stage. Previously
described procedures were used for follicular aspiration [23]. Briefly, each visible
follicle was aspirated using a real-time B-mode ultrasound scanner (Scanner 200 Vet,
Pie Medical, Maastricht, The Netherlands), a 7.5 MHz convex array transducer fitted
into the intravaginal device (Pie Medical), and a stainless steel guide. Follicular
puncture was performed using a disposable 19 gauge 1/2” hypodermic needle
(Becton Dickinson, Curitiba, Parana, Brazil) connected to a 50 mL conical tube
(Corning, Acton, MA, USA) via silicon tubing (0.8 m; 2 mm id). Aspiration was
performed using a vacuum pump (Cook Veterinary Products, Queensland, Australia)
with a negative pressure of 10-12 mL of water/min. The collection medium was TCM
199 (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA) supplemented with 25 mM
hepes (Sigma H-0763), 5% fetal calf serum (FCS), 50 uL/mL gentamycin sulfate
(Schering-Plough, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil), and 10,000 IU/L sodium heparin
(Sigma H-3149).

2.4. Oocyte Evaluation
Immediately after recovery, the aspirated material from the follicles were

washed and filtered through an Emcom Embryo filter with phosphate buffer solution

(PBS-Nutricell, Brazil). The cumulus oocyte complex were classified according to the
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presence of cumulus cells and the oocyte aspect using the following criteria: good —
more than three layers of cumulus cells, regular —at least one layer, denuded —partly
or not covered by cumulus cells, and atretic —dark cumulus oophorus and signs of
cytoplasmic degeneration [23]. After evaluation, the atretic oocytes were recorded
and discarded. The regular and good oocytes were classified as viable oocytes.

To estimate the mean number of follicles present in the ovaries of donor cows
at the OPU session, we used an oocyte recovery rate of 80% on the basis of the

mean recovery rates reported by Bols et al [29] and Gimenes et al. [30].

2.5. Statistical analysis

The comparison of production of recovery and viable oocytes per donor cow
and the number of follicles presents in the ovaries at the moment of ultrasound-
guided follicular aspiration were analyzed by analyses of variance ANOVA. The

comparison between breeds was done using the Tukey test.

3. Results

A total of 90,086 oocytes were collected in 5,407 OPU sessions. We
performed 3,778 ultrasound-guided follicular aspiration of ovaries of Gir cows, 1,138
of Holstein cows, 267 of 3/4 Holstein x 1/4 Gir, and 224 of 1/2 Holstein-Gir
crossbreed cows. On average, 16.7 + 6.27 oocytes were obtained per procedure and
71.96% (64,826/90,086) were considered viable, generating an average of 12.0 £
4.39 viable oocytes per procedure.

Gir cows (Bos indicus) had a higher production of recoverable and viable
oocytes per procedure, on average 17.1 = 4.46 (Fig.1) and 12.1 = 3.86 (Fig.2),
respectively, when compared with Holstein cows, who had the lowest production of
all the breeds, generating, on average, 11.4 + 3.92 recoverable oocytes per
procedure (Fig. 1) and 8.0 + 2.67 viable oocytes per procedure (Fig. 2) (P<0.01).

Compared with other donor cows, 3/4 Holstein x 1/4 Gir and 1/2 Holstein-Gir
crossbreed females had the best production, on average 20.4 + 5.85 and 31.4 + 5.60
recoverable oocytes per procedure, respectively (Fig. 1), and 16.8 + 5.04 and 24.3

4.74 viable oocytes per procedure (Fig. 2), respectively (P<0.01).



63

33 31.445.60d

(7,035/224)

30

25
20.4+5.85¢
(5,457/267)
20 | 17.1+4.46a

(64,617/3,778)

16.7+6.25
(90,086/5,407)

15

11.443.92b
(12,977/1,138)

10

Production of oocytes per donor cow

Gir Holstein 3/4 Holstein x 1/4 1/2 Holstein-Gir Total
Gir

Figure 1. Production of oocytes per donor (+ SEM) obtained from Gir, Black-and-White
Holstein (BWH), 3/4 Holstein x 1/4 Gir, and 1/2 Holstein-Gir crossbreed donor cows. Means
for the same characteristic differ statistically (P< 0.01).
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Figure 2. Production of viable oocytes per donor (+ SEM) obtained from Gir, Black-and-White
Holstein (BWH), 3/4 Holstein x 1/4 Gir, and 1/2 Holstein- Gir crossbreed donor cows. Means
for the same characteristic differ statistically (P< 0.01).
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The estimated mean number of follicles present in the ovaries of donor cows
at the time of the OPU procedure, based on an oocytes recovery rate of 80%, is

shown in Figure 3.
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Figure 3. Estimated mean number of follicles (+ SEM) present in the ovaries of donor cow at
the time of ultrasound-guided follicular aspiration on the basis of a recovery oocyte rate of
80%. Means for the same characteristic differ statistically (P< 0.01).
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4. Discussion

The high oocyte production in Nelore cows (Bos indicus) has been considered
a key aspect in explaining why Brazil has been considered the best in the world for in
vitro embryo production [2]. In the present work, we present for the first time a
comparison of oocyte production data from other breeds in Brazil, showing a new
direction for the embryo industry. In addition, comparisons between Bos taurus and
Bos indicus breeds were very scarce in the literature and we collected data from
taurus, indicus and two taurus/indicus crossbreeds to fill in this gap.

In the present work, the number of recoverable oocytes from Holstein cows
(11.4 = 3.92) is very high if compared with the results generated by [22], who
obtained an average of 4.1 oocytes per OPU session. The number of recoverable
oocytes from Holstein cows is also high if compared to our previous studies using
Holstein cows [23], which was 4.1 oocytes per OPU session on average. However,
this was similar to the results reported by Bousquet et al. [24] that reported an
average of 9.5 (4,145/437) oocytes collected per OPU session. Our high average
(11.4 £ 3.92) should be considered representative due to the amount of procedures
performed — 1,138. We believe that two factors can explain this high average. First of
all, we only used donors without any reproductive problems. Secondly, this high
oocyte yield from Holstein donors is partly due to the experience of the OPU team.
Veterinarians from the embryo center usually perform 15 to 20 follicle aspirations per
day, every workday, and this allows for them to gain greater expertise in this
procedure. Considering these two factors, other teams can obtain the same or even
higher averages of oocytes.

The number of recoverable oocytes per OPU session with Gir cows (17.1 %
4.46) can be considered high when compared with the results reported by Viana et
al. [31]. These authors reported collecting an average of 11.6 oocytes per OPU
session from Gir cows. However, our data are similar with those reported by the
same authors [32], showing an average 18.8 oocytes per procedure. Due to the
amount of OPU procedures performed in the present study— 3,778 — we believe that
an average of 17 to 18 oocytes is representative of this breed. However, when
comparing this with Nelore, another Zebu breed, the oocyte production from Gir
donors seems to be quite low. As we recently described [2], an average of 25.6

15.3 oocytes was obtained from Nelore donors, approximately 7 to 8 more oocytes
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than the amount reported for Gir cows. The variation in oocyte yield in Zebu cows
seems to be related to gene sequence, at least for the Nelore breed [33]. These
authors performed studies with genetic sequencing of Nelore donors according the
oocyte production. The genes GDF9, FGF8, BMP15, and BMP15 receptor were
analyzed. Considering only the FGF8 effect, these authors reported an increase of
2.26 £ 1.08 oocytes on average and a possible variation of 7.36 £ 1.12 oocytes when
all genes were considered together. Despite this promising study, there are several
factors to be addressed concerning oocyte yield in Zebu cattle. High oocyte
production seems to be a unique aspect of Bos indicus breeds and the total number
of follicles in Bos indicus ovaries remains to be better established. Some reports
indicate that the number of primordial and primary follicles in Bos indicus ovaries is
similar to European breeds, but there is a lack of data on this subject [34]. Perhaps
Bos indicus females have a larger number of germinal cells at the fetal stage or even
a longer period of mitosis during the formation of oogonia. Distinctive mechanisms of
follicular atresia can also explain the high oocyte production from Bos indicus
females. The controversial hypothesis of follicular renewal [35,36] seems plausible
for Zebu cows. However, this new concept needs to be better recognized before
being considered [37,38]. We are currently investigating the pre-antral follicular
population in Zebu animals to help provide us with more explanation of these striking
findings.

Some Bos indicus females produce an intriguingly high average number of
oocytes. As we recently described [2], some Nelore donors have a consistently high
oocyte yield, with averages of more than 60 oocytes after several OPU procedures.
However, we have no explanation for why some animals produce hundreds of
oocytes from one single follicle aspiration, a situation not uncommon in all embryo
centers investigated. Our team obtained 251 oocytes recovered in one OPU session
done in a Nelore cow (Seneda MM, unpublished data) and higher means of up to 564
oocytes reported by other teams [39]. This is certainly one reason to motivate other
groups around the world to study folliculogenesis in Zebu cattle.

We have shown that we can clearly obtain more oocytes from Zebu cows than
European cattle and feel that we must also consider a technical explanation for the
OPU results. We believe that we generated a higher efficiency oocyte recovery rate
due to biological aspects (follicle development) as well as the experience of the team.

To explain the better efficiency of oocyte recovery per OPU in Zebu cows, it is
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important to consider that these animals tend to have more number of follicles per
wave as compared to European breeds [40]. In addition, Nelore cows usually have
three follicular waves per cycle, with occasional reports of four waves [17,18], which
is more than the two or three waves described in Holstein cows [41,42]. Additionally,
there is a larger population of small antral follicles (< 5mm) in Bos indicus compared
to Bos taurus cattle [19]. Taken together, we can spontaneously expect to find a
large population of small follicles in Zebu donors. Due to the smaller volume of
follicular fluid, a possible lower intra-follicular pressure, and a smaller amount of
material (follicular fluid and oocyte) to be aspirated, the chance of oocyte loss when
aspirating small follicles would be reduced [23]. The other aspect regarding the
efficiency of oocyte recovery is the experience of the team. In the present study, OPU
is the only technique performed by the veterinarians on all days. After several
months, this allows not only for strong technical knowledge, but also a great
understanding of the equipment. The expected result is a high efficiency oocyte
recovery rate, perhaps more than the 80% we considered to be the estimated follicle
population (Fig.3). In other countries, it is usual for a practitioner to perform several
activities and the situation in Brazil — staff dedicated full time to OPU — may
contribute to the high oocyte yield we have described.

This study presents that both the number of recoverable and viable oocytes
was higher for Holstein-Gir crossbreed cows when compared with Gir (Bos indicus)
and Holstein (Bos taurus) cows. Therefore, as the degree of relatedness to Bos
taurus breed increased, the oocytes production became lower. We have already
observed this situation in a previous study, when we conclude that the increase of
the degree of Nelore (Bos indicus) genetics on racial composition promoted an
increase in oocyte production and a Bos taurus x Bos indicus crossbreed promoted
intermediate results [26]. In this work, the mean number of oocytes obtained from
Nelore females (Bos indicus) was 18.4, 13.6 from Canchim (5/8 Charoles x 3/8
Nelore), and 3.7 from Aquitania females (Bos taurus).

All data described here were obtained without hormone stimulation. As
described earlier by our team, the number of oocytes obtained from Nelore females
by ultrasound-guided follicular aspiration did not increase with ovarian
superestimulation [43]. This is one intriguing aspect not well understood for Bos

indicus breeds. Another unexplained factor is a tendency to produce lower averages
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of embryos when performing MOET [44]. As with the other aspects mentioned above,
the question of hormone stimulation on Zebu breeds remains to be better explained.

The number of oocytes obtained per OPU session from 1/2 Holstein-Gir (31.4
1 5.6) in the present study can be considered high when compared with the average
number of oocytes obtained per procedure from Bos taurus x Bos indicus
crossbreeds [45,30]. The mean number of oocytes recovered per OPU session from
1/2 Holstein-Gir is also higher than the mean number obtained from Gir (10 to 18)
[46,32] and Nelore cows (18 to 25)[26-28].

Despite the great importance of Nelore cattle to the Brazilian IVF industry, we
present a large amount of data on Gir, another indicus breed. In addition, we present
results from Holstein donors without reproductive problems, which is quite rare and
promising due to the high averages obtained. Finally, we have clearly demonstrated
the influence of indicus blood on oocyte production by comparing two levels of
indicus/taurus breeds. In conclusion, we consider that these data may be useful for
all embryo centers interested in IVF technology. A better understanding of all aspects
affecting oocyte production should benefit the embryo industry, facilitating the

application of other reproductive biotechnologies, such as transgenesis and cloning.
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Estimativa da populagao folicular ovariana pré-antral de fémeas Bos taurus

indicus e Bos taurus taurus

RESUMO

Fémeas Bos indicus apresentam producido in vivo de odcitos muito superior a
fémeas taurus. Uma possivel explicacdo para este evento seria a maior populacao
de foliculos pré-antrais de fémeas indicus. Neste trabalho, foi apresentada uma
comparagao entre a populacao de foliculos pré-antrais de fémeas Bos taurus indicus
(Nelore) e Bos taurus taurus (Aberdeen Angus). Ovarios de fetos (n=10) e novilhas
Nelore (n=12), e de fetos (n=10) e novilhas Aberdeen Angus (n=12) foram coletados
em abatedouros e submetidos a processamento histolégico para contagem de
foliculos pré-antrais. Nao houve diferenca entre o nimero médio de foliculos pré-
antrais presente nos ovarios de fémeas Bos indicus e Bos taurus (p>0,05). O
numero meédio de foliculos pré-antrais por ovario foi 143.929 + 253 e 285.155 £ 570
para fetos, indicus e taurus, e 76.851 £ 280 e 109.673 = 293 para novilhas, indicus e
taurus (p>0,05). A quantidade de foliculos obtida por animal foi marcada por uma
grande variagado entre os individuos da mesma categoria e entre as ragas. Em
novilhas indicus e taurus foram identificadas estruturas de aglomerados de odcitos e
corddes foliculares, normalmente descritas apenas nos ovarios em fase fetal.
Concluimos que a quantidade de foliculos pré-antrais nao explica a maior produgao
in vivo de oécitos em fémeas indicus, e que provavelmente outros mecanismos

sejam responsaveis por esta ocorréncia.

Palavras-chave: Populacgao folicular. Feto. Novilha. Bos indicus. Bos taurus.
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1. INTRODUGAO

A lideranga do Brasil na produgao in vitro de embrides (THIBIER,
2007) possui relagéao direta com o niumero de foliculos e odcitos obtidos de fémeas
Bos taurus indicus (PONTES et al.,2009)e este aspecto tem estimulado varios grupos
a buscar uma melhor compreenséao das diferengas entre fémeas zebuinas e taurinas
Admite-se para fémeas indicus um numero maior de ondas foliculares (FIGUEIREDO
et al., 1997; VIANA et al.,2000)e mais foliculos recrutados por onda do que fémeas
Bos taurus taurus (CARVALHO et al.,2008). Vacas Nelore (Bos indicus)apresentam
uma maior populacdo de foliculos antrais <5mm (SEGERSON et al., 1984). Além
disso, os foliculos dominantes e corpos luteos sdo menores e a duragao do estro é
mais curta do que em fémeas taurus (SARTORELLI et al.,2005;RHODES et al.,1995).

No entanto, nenhuma dessas comparacdes é tao relevante quanto a
producao de odcitos que pode ser obtida a partir de fémeas Bos indicus (Zebu). Um
aspecto bastante peculiar refere-se ao fato de fémeas Bos indicus serem capazes de
produzir centenas de odcitos em um unico procedimento de aspiragéo folicular.
Nosso grupo obteve 251 odcitos de vaca Nelore em um unico procedimento (Seneda
et al., dados ndo publicados) e ha relatos de outros grupos de até 564 odcitos por
aspiracao em fémeas da mesma raga (SANTOS et al.,2005) A produgdo média de
odcitos por sessao de aspiragao folicular, entre 18 a 25 estruturas, chega a ser 3 a 4
vezes superior as médias descritas para fémeas taurus (MACHADO et al., 2003;
RUBIN et al.,, 2005; MARTIN S Jr et al., 2007). Recentemente demonstramos
doadoras zebuinas produzindo regularmente mais de 60 odcitos em aspiracdes
foliculares subseqientes (PONTES et al, 2009), sem qualquer estimulo
hormonal ou sincronizagao do crescimento folicular.

Apesar desta intrigante peculiaridade de fémeas zebuinas, ainda
nao existe uma explicacado para esta diferenga na fisiologia reprodutiva entre fémeas
Bos indicus e Bos taurus, o que certamente motiva os estudos sobre foliculogénese
em fémeas de origem indiana. Dentre as provaveis hipéteses, possivelmente a
primeira a merecer investigacdo seja a populagcdo de foliculos pré-antrais, por
constituirem a reserva de gametas femininos a ser utilizada ao longo da vida

reprodutiva.
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Ao redor de 2 milhdes de células germinativas podem ser
encontradas nos ovarios de fetos bovinos ao fim do primeiro trimestre de gestacao,
mas ha um drastico declinio deste niumero por ocasido do ultimo periodo da fase
fetal ao nascimento (TANAKA, 2001), quando comega a ocorrer a ativagdo e o
desenvolvimento folicular (NOGUEIRA et al., 2005). Dessa forma, os foliculos
efetivamente utilizados durante a vida reprodutiva sdao aqueles presentes por
ocasiao do nascimento do animal(SOTO-SUAZO;Zorn, 2005;Van Den HURK;ZHAO,
2005). A partir da maturidade sexual, os foliculos ovarianos podem seguir dois
caminhos: ovulacdo ou atresia. A repeticdo destes processos ao longo da vida pds-
natal leva ao declinio progressivo do numero de oécitos, a medida que a reserva de
foliculos pré-antrais vai sendo gradativamente consumida(EGGAN et al., 2006).Desta
forma, a populacédo dos foliculos pré-antrais representa a reserva de gametas de
uma fémea, pois constituem mais de 90% de toda a populacao folicular ovariana
(SAUMANDE, 1991; FIGUEIREDO et al., 2007).

Estudos recentes sobre a quantificagao de foliculos pré-antrais na
espécie bovina sado escassos. Um trabalho classico cita o numero de 200.000
foliculos primordiais por ovario (ERICKSON, 1966). Considerando fémeas zebuinas,
estudos sobre o numero total de foliculos em ovarios de fémeas Bos indicus sao
ainda mais raros (LUCCI et al., 2002),tornando dificil a analise do numero de foliculos
pré-antrais como uma possivel explicacido para a expressiva producdo de odcitos
obtidos in vivo de fémeas indicus.

O objetivo do presente trabalho foi comparar a populagao folicular
ovariana de fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, por meio da avaliagao

do numero de foliculos pré-antrais presentes em ovarios de fetos e novilhas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta dos ovarios

Ovarios (n=44) provenientes de fetos e novilhas foram obtidos em
abatedouros locais, sendo 22 de fémeas Bos taurus indicus- Nelore (fetos, n=10, 6-8
meses de gestagao; e novilhas, n=12, 20-24 meses de idade) e Bos taurus taurus-
Aberdeen Angus (fetos, n=10, 6-8 meses de gestacdo; e novilhas, n=12, 20-24
meses de idade). A idade dos fetos foi estimada de acordo com metodologia descrita
por Salisbury e VanDemark (1961), e a idade das novilhas, segundo metodologia
descrita por Faisca et al. (2002).

Imediatamente apdés a obtencdo dos ovarios, os mesmos foram
lavados em alcool 70% por aproximadamente 10 segundos e entdo duas vezes em
solucado salina 0,9%. Em seguida, os ovarios foram seccionados longitudinalmente

em duas metades e imersos em fixador Bouin para processamento histoldgico.

2.2. Processamento histoldgico

Para analisar a estrutura dos ovarios e dos foliculos ovarianos, os
hemi-ovarios foram fixados em solugéo de Bouin por 24 horas. Em seguida, foram
lavados em agua corrente por 1 hora, pesados em balanga analitica (Bel®, Monza-
Itélia) e mantidos em alcool 70%. Os hemi-ovarios foram desidratados em
concentracdes crescentes de alcool e diafanizados em xilol. Em seguida, foram
infiltrados e embebidos em parafina. Apds a inclusdo em parafina, cortes seriados de
7 um de espessura foram realizados em micrétomo rotativo (Leica®, Wetzlar-
Alemanha). Cada 120° secgéo histologica(CAHILL et al.,1979)foi montada em lamina
e corada com acido periédico de Schiff (PAS) e hematoxilina para analise estrutural
em fotomicroscopio. Todos os procedimentos foram realizados por um mesmo

operador.
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2.3. Morfometria dos foliculos ovarianos

A morfometria dos foliculos foi analisada através dos cortes
histolégicos dos ovarios, classificagdo dos foliculos pré-antrais e mensuragéo do
didametro folicular. Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o
estagio de desenvolvimento em primordiais (uma camada de células da granulosa
de formato pavimentoso circundando o oécito), primarios (uma camada de células da
granulosa de formato cubico envolvendo o odcito) ou secundarios (odcitos
envolvidos por duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cubico;
HULSHOF et al., 1994). A morfologia folicular foi avaliada de acordo com a
integridade da membrana basal, a densidade celular, a presenga ou auséncia de
corpos picnéticos e a integridade do odécito. Com base nestes parametros, foram
considerados apenas foliculos morfologicamente normais (CARAMBULA et al. 1999).

As seccgdes foram examinadas em um microscopio de luz (Nikon®,
Tokyo- Japao). Com o auxilio de uma ocular micrométrica, o didmetro médio do
oocito e do nucleo do odcito foi determinado utilizando-se dois foliculos de cada

classe folicular (primordial, primario e secundario) por secgéo avaliada.

2.4. Quantificagéo folicular

O numero de foliculos pré-antrais foi calculado sempre pela mesma
pessoa, através da contagem dos foliculos em cada secgéo, usando o nucleo do
odcito como referéncia e o fator de correcéo descrito por Gougeon e Chainy (1987),
usando a férmula:

Nt=No x Stx ts

So x do
Sendo:
Nt = Numero total calculado de um tipo de foliculo;

No = Numero de foliculos observados no ovario;

St = Numero total de cortes feitos no ovario;
ts = Espessura do corte;
So = Numero total de cortes observados;

do = Didmetro médio do nucleo de cada tipo de foliculo.
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2.5. Anélise estatistica

Como os dados foram considerados nao-paramétricos, o numero de
foliculos de cada classe e a comparacdo entre o niumero médio de foliculos por
categoria animal foram avaliados pela Analise de Variancia, através do teste de
Mann-Whitney a 5% de probabilidade. A correlagéo entre o peso e a quantidade de

foliculos pré-antrais foi avaliada pelo teste de Regresséao Linear Simples.
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3. RESULTADOS

Dos 44 ovarios analisados, foram confeccionadas 411 seccbes
histolégicas, sendo encontrados em média 1.498 foliculos por seccao. Neste
trabalho, ndo houve diferenga entre o nimero médio de foliculos pré-antrais por
ovario de fémeas Bos indicus e Bos taurus (p>0,05). Foram encontrados em média
143.929 + 253 foliculos pré-antrais nos ovarios de fetos indicus, 285.155 + 570 em
fetos taurus, 76.851 + 280 em novilhas indicus, e 109.673 + 293 em novilhas faurus
(Tabela 1). Da mesma forma, também nao foi observada diferengca entre o niumero
meédio de foliculos primordiais, primarios e secundarios de fémeas Bos indicus e Bos

taurus, nas categorias avaliadas (p>0,05; Tabela 1)

Tabela 1. Numero médio de foliculos pré-antrais por ovario de fetos (6-8 meses de
idade gestacional) e novilhas (12-24 meses de idade) Bos indicus (Nelore) e Bos
taurus (Aberdeen Angus).

Numero Médio de Foliculos Pré-antrais por Ovario

Categoria/Racga Primordial Primario Secundario Total

Feto indicus (n=10) 89.051+200° 53.454+190° 1.423+41°  143.929+253%
Feto taurus (n=10) 234.5704557%  46.414+ 133° 4.172+59%° 285.155+570%
Novilha indicus (n=12) 47.436+249°  25.351+141° 4.063+54°  76.851+280°

Novilha taurus (n=12) 83.726£292°  21.010£82% 4.937+86™ 109.673+293%

* Letras iguais nao diferem entre si, na mesma coluna, a 5% de probabilidade. Médias
seguidas de erro padrao.
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Analisando-se a quantidade de foliculos, pode-se afirmar que existe
uma grande variagdo entre individuos da mesma categoria e entre as ragas. A
variagao dentro da populacdo amostrada de fetos Nelore esteve entre 41.957 e
248.865 foliculos pré-antrais (Figura 1) e entre 50.326 e 1.090.140 para fetos Angus
(Figura 2). Novilhas Nelore apresentaram variacédo de 9.623 a 260.371 foliculos pré-
antrais por ovario (Figura 3) e novilhas Angus, 33.798 a 320.729 foliculos (Figura 4).

Nao houve correlagdo entre o peso dos ovarios e a quantidade de
foliculos pré-antrais totais por ovario nas categorias avaliadas, com excegéo de fetos
Angus. Os trés fetos Nelore com maior populacao folicular (179.993, 220.602 e
248.865) apresentaram peso ovariano abaixo da média (0,36; 0,19 e 0,19g;

respectivamente; Figura 1).
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Figura 1. Numero médio de foliculos pré-antrais por ovario e peso ovariano de
fetos Nelore (r=0,15; p>0,01). Numeros de 1 a 10 representam os ovarios.
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Com relagcao a fetos Angus, houve correlagdo entre o peso e a
quantidade de foliculos pré-antrais ovarianos. Os sete ovarios com peso ovariano
abaixo da média apresentaram populagao folicular abaixo da média. Da mesma
forma, os trés animais com peso ovariano acima da média, apresentaram

populagdes foliculares acima da média (Figura 2).
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Figura 2. Numero médio de foliculos pré-antrais por ovario e peso ovariano de
fetos Angus (r=0,94; p<0,01). Numeros de 1 a 10 representam os ovarios.
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As duas novilhas Nelore com maior peso ovariano (6,47 e 6,789g)
apresentaram populagdo folicular abaixo da média (36.789,24 e 44.433,27,
respectivamente). A fémea com maior populagédo folicular (260.371,06) entre as
novilhas Nelore avaliadas apresentou peso ovariano abaixo da média (2,23g), como

mostra a Figura 3.
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Figura 3. Numero médio de foliculos pré-antrais por ovario e peso ovariano de
novilhas Nelore (r=0,24; p>0,01). Numeros de 1 a 12 representam os ovarios.
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Entre as novilhas Angus avaliadas, a fémea com maior populagéo
folicular (320.728,06) apresentou peso ovariano abaixo da média (4,84g). A novilha
Angus com maior peso ovariano (9,30g) apresentou a menor populagdao ovariana
(83.797,87; Figura 4).
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Figura 4. Numero médio de foliculos pré-antrais por ovario e peso ovariano de
novilhas Aberdeen Angus (r=0,14; p>0,01). Niumeros de 1 a 12 representam os
ovarios.
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Entre os ovarios avaliados, 38,6% (17/44) apresentaram foliculos
poliovulados (primordiais e primarios). Os foliculos poliovulados foram observados
em ovarios de fetos (n=3) e novilhas Nelore (n=3) e de fetos (n=6) e novilhas Angus
(n=5). O numero de odcitos dentro de um mesmo foliculo variou entre dois e nove
(Figura 5). Dos ovarios que apresentaram foliculos poliovulados, aproximadamente
metade (8/17) apresentou populagéo folicular ovariana acima da média, com valores
entre 33.798 (novilha Nelore) e 1.090.140 (feto Angus) foliculos pré-antrais. Também
foram observados corddes celulares no ovario de duas novilhas Nelore, e no ovario
de um feto e de uma novilha Angus. Aparentemente, ndo houve relagdo entre a
presenca dos corddes celulares e a quantidade de foliculos presentes nos ovarios. O
numero médio de foliculos pré-antrais presentes nos ovarios que apresentaram
estas estruturas foi menor do que a média. Foram encontrados em média 36.789 e
182.189 foliculos pré-antrais por ovario de novilha Nelore, 121.529 foliculos em feto

Angus, e 91.673 em novilha Angus (Figura 5).
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Figura 5. Secgdo histologica de ovario mostrando foliculos poliovulados e corddes
celulares. Foliculos poliovulados no ovario de novilha Nelore (A) e de novilha Aberdeen
Angus (B), e corddes celulares no ovario de novilha Nelore (C) e de feto Aberdeen Angus
(D). Estruturas identificadas como sendo uma camada de células da granulosa (CG)

envolvendo varios nucleos de odcito (Nu). Coloragdo PAS — Hematoxilina (400x).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, apresentamos pela primeira vez um estudo
comparativo entre a populagéo de foliculos pré-antrais de fémeas Bos indicus e Bos
taurus, considerando ovarios de fetos e novilhas. Além de contribuir para uma
melhor compreensao sobre quantidade e morfologia de foliculos pré-antrais,
demonstrou-se nao haver diferenca estatistica entre fémeas indicus e taurus. Assim,
permanece a incognita relativa a como fémeas indicus produzem numeros tao
superiores de oodcitos na aspiragao folicular, uma vez que nao houve diferenca na
quantidade de foliculos pré-antrais em fetos e novilhas.

O numero médio de foliculos pré-antrais encontrado em novilhas
Bos taurus taurus (109.673) foi ligeiramente menor ao descrito por Erickson (1966) —
132.000 — obtido em 14 novilhas taurus (Hereford) com idade média entre 19 e 24
meses de idade, sendo este um dos trabalhos mais classicos sobre o tema. A
diferenca de aproximada de 20.000 foliculos pode ser considerada pequena, por
tratar-se de uma avaliagcdo de centenas de milhares de estruturas por ovario, além
da diferenga entre racas. Considerando a semelhanca quanto ao nimero de animais
e faixa etaria dos mesmos, admitimos uma concordancia quanto aos nossos
resultados e os de Erickson (1966), com uma estimativa ao redor de 120.000
foliculos pré-antrais como sendo representativa para novilhas taurinas até 24 meses
de idade.

Em relagcdo a populacdo de foliculos pré-antrais em vacas Bos
taurus indicus, Lucci et al. (2002) relataram média de 70.576 foliculos por ovario de
vacas Nelore, numero bastante proximo aos 76.851 encontrado no nosso trabalho
para novilhas. Apesar de ndo termos obtido relato na literatura especificamente com
novilhas indicus, a comparagédo de nossos dados com os desses autores sugere um
numero médio entre 70.000 e 75.000 para fémeas indicus apos os 12 meses de
idade.

Nao constatamos diferenca estatistica entre a populacéao folicular
pré-antral de novilhas indicus e taurus. No entanto, considerando os valores
numeéricos obtidos dos dados de Erickson (1966) e Lucci et al. (2002), parece haver
uma concordancia quanto a uma quantidade superior de foliculos pré-antrais em

novilhas taurus (120.000) quando comparadas com novilhas e vacas indicus
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(70.000), um diferenca estimada de 40% a menos para as fémeas zebuinas,
proporgao provavelmente mantida ao longo da vida reprodutiva dos animais.

Esta diferenca numérica foi encontrada também na populacao
folicular pré-antral na fase fetal, com 285.155 estruturas para fetos Bos taurus e
143.929 para fetos indicus. Este valor para indicus foi bastante préoximo aos 163.216
descritos para fetos Nelore com 180 dias de vida fetal (DINIZ et al.,2005). Quanto a
animais taurinos, nossos resultados foram superiores aos aproximadamente 102.000
foliculos descritos por Tanaka et al. (2001) para fetos da raga Holandesa ao fim da
gestacdo. No entanto, a comparagao de quantidade de foliculos é bastante critica
durante a fase fetal, pois enquanto alguns autores demonstram claramente uma
expressiva variagao no numero dessas estruturas conforme o periodo da gestagao
(TANAKA et al., 2001; DINIZ et al., 2005), outros relatos mostraram o oposto
(CARAMBULA et al., 1999), particularmente apds o quinto més de gestacao. Apesar
desse contexto, nds obtivemos ovarios de fetos entre seis e oito meses de gestacao,
periodo com menor tendéncia de variacbes na populacdo dos foliculos pré-antrais
(MURANISHI et al., 2002). Dessa forma, nossos dados apontam para uma
superioridade numérica de foliculos pré-antrais em fetos faurus, mesma situagao
identificada em novilhas, conforme descrito acima.

Para comparacdo da populacdo de foliculos na espécie bovina,
acreditamos ser interessante a comparagdo numérica e ndo apenas a significancia
estatistica, pois a variagao entre individuos é extremamente grande, dificultando a
aplicagdo de qualquer modelo estatistico. Os relatos de variagcdo entre animais
quanto ao numero de foliculos compreendem extremos desde zero a 700.000
(ERICKSON, 1966) e situacbes semelhantes foram observadas por Tanaka et al.
(2001). Em nosso experimento constatamos exatamente a mesma situagao, pois os
extremos para fetos foram 41.958 a 248.865 foliculos (Bos indicus) e 50.326 e
1.090.140 foliculos (Bos taurus). Para novilhas observamos igualmente grande
variacdo, com populacao de foliculos entre 9.623 e 260.371 (Bos indicus) e entre
33.798 e 320.729 foliculos (Bos taurus).

Esta grande variagdo individual quanto ao numero de foliculos
parece ser constante ao longo da vida reprodutiva, pois ha uma alta repetibilidade no
numero de foliculos recrutados por onda na fase adulta (BURNSet al.,2005),e a
mesma observacao foi efetuada na aspiracao folicular para obtencdo de odcitos in

vivo (PONTES et al., 2009) Estes extremos no numero de foliculos pré-antrais
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certamente facilitam a compreensao do fato de alguns animais produzirem centenas
de odécitos em um unico procedimento de aspiragao folicular,tais como 251(SENEDA
et al.,dados ndo publicado) e 564 (SANTOS et al., 2005), embora estes elevados
numeros de o0citos in vivo s6 tenham sido relatados para animais indicus (PONTES
et al.,2009). Para fémeas zebuinas,recentemente demonstrou-se que a variagdo na
producao individual de odcitos parece estar relacionada com os genes GDF9, FGF8
e BMP15 (BIASEet al., 2008). Estes autores reportaram um incremento de 2,26 +
1,08 odcitos somente por efeito do gene FGF8, e um possivel aumento de 7,36 +
1,12 odcitos quando todos os genes foram considerados juntos. Apesar dos
aspectos promissores relatados por Biase et al. (2008), admitimos que outros fatores
e/ou genes possam estar envolvidos, pois as variagdes individuais apresentam
numeros bastante superiores aos citados por estes autores.

Independente desta variacdo individual, ressaltamos que a
comparagao numérica dos menores e maiores valores de foliculos pré-antrais, para
fetos e novilhas, mostra uma superioridade absoluta dos numeros referentes a Bos
taurus. Consideramos esta observacédo bastante interessante, pois reflete
exatamente o oposto da situacdo observada na aspiracao folicular in vivo, quando
ha uma superioridade incontestavel das fémeas Bos indicus, cuja produgédo de
odcitos tende a ser quatro vezes maior do que Bos taurus (THIBIER, 2004; RUBIN
etal.,, 2005, PONTES et al., 2009.De acordo com nossos resultados, o numero de
foliculos estabelecido na fase fetal ndo explica esta superioridade de fémeas indicus
na producédo in vivo de odcitos e provavelmente ha outros mecanismos envolvidos
NO Processo.

A constatacao de fémeas indicus apresentarem mais ondas foliculares
(VIANA et al., 2000) e mais foliculos recrutados por onda (CARVALHO et al.,
2008) torna a questao mais intrigante, pois isto deveria representar maior quantidade
de foliculos pré-antrais, pois ha uma alta regularidade no numero de foliculos
recrutados por onda(BURNS et al., 2005).Uma possivel explicacdo poderia ser uma
taxa diferente de atresia folicular entre fémeas taurus e indicus. Uma taxa elevada
de atresia folicular naturalmente possui relacdo com o declinio da reserva folicular
(KRYSKO et al., 2008), e talvez fémeas taurus apresentem uma taxa mais elevada
de atresia folicular, embora isto ndo tenha sido amplamente estudado.

Neste contexto, parece oportuno mencionar a hipétese de neo-

foliculogénese ou renovagao folicular pds-natal, apresentada recentemente por
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Johnson et al. (2004 e 2005). Esses autores sugerem a diferenciagédo de células-
tronco da medula 6ssea em células germinativas. Embora a controvérsia sobre a
questdo (EGGAN et al., 2006), o conceito de formagao de odcitos vidveis a partir
de células tronco ja foi demonstrado por outros pesquisadores (DYCE et al., 2006).

O peso do ovario fetal normalmente esta estabelecido apds o sexto
més de vida fetal, pois o crescimento do estroma, multiplicagcdo de oogobnias e
formagdo de vasos sanguineos ocorrem antes desse periodo (MURANISHI et al.,
2002). Em relagéo ao peso e quantidade de foliculos pré-antrais, nossos resultados
mostraram uma correlacdo muito baixa para animais Nelore e novilhas Angus. A
literatura é escassa em vincular o peso dos ovarios a foliculos pré-antrais, mas em
relacao a foliculos antrais, ovarios de fémeas indicus apresentaram igualmente baixa
correlacdo entre o peso ovariano e a quantidade de odcitos produzidos
(FERNANDES et al.,2001).Apesar deste contexto nas categorias mencionadas, para
fetos Angus houve uma alta correlagédo entre o peso dos ovarios e a quantidade de
foliculos pré-antrais (r=0,94; p=0,0006; Figura 2). E interessante notar também que
fetos taurus apresentaram o maior numero (1.090.140) de foliculos de todas as
categorias. Ja para fetos Nelore observou-se uma grande amplitude nos valores
de pesos dos ovarios (Figura 1), sem qualquer relagdo com a populagao folicular.
Considerando a escassez de r elatos semelhantes na literatura e a complexidade
dos mecanismos em atividade na gbénada fetal neste periodo (DINIZ et al., 2005),
torna-se dificil propor uma explicacdo para esta divergéncia observada entre fetos
taurus e indicus e mesmo entre fetos e novilhas Angus.

Dentre os ovarios de fetos e novilhas, taurus e indicus, avaliados
neste trabalho, 38,6% (17/44) apresentaram as estruturas denominadas “foliculos
poliovulados” (LUCCI et al. 2002), ou seja, estruturas multinucleadas delimitadas por
uma membrana, conforme ilustrado na Figura 5. Para a raca Nelore, tais estruturas
ja foram descritas em vacas, na proporc¢ao de 83% (5/6), por Lucci et al. (2002) e em
fetos no primeiro trimestre de gestacdo, durante a oogénese, como “ninhos de
oogonias” (DINIZ et al., 2005).No inicio da vida fetal, tais estruturas também ja foram
reportadas em humanos (GONDOS et al., 1971) e sob a denominagdo de “cistos”
(PEPLING et al., 2006). Enquanto as células germinativas estao se dividindo para
formar os “cistos” ou “ninhos”, ocorre interacdo das mesmas com células da pré-
granulosa, originando corddes ovarianos, os quais sdo mantidos até a formagéo dos
foliculos primordiais (ODOR; BLANDAU, 1969; BYSKOV, 1986; HIRSHFIEL, 1991,
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GUIGON; MAGRE, 2006). Desta forma, é fato intrigante a observagdo de tais
estruturas na fase fetal tardia e, principalmente, em novilhas, como constatado neste
trabalho para fémeas taurus e indicus, e em vacas indicus, conforme relatado por
Lucci et al. (2002).

Além dos foliculos poliovulados, também observamos em novilhas
Nelore e fetos e novilhas Angus, a ocorréncia de corddes celulares semelhantes aos
corddes foliculares (Figura 5), descritos para a organizacao das células germinativas
com as células da pré-granulosa em corddes ovarianos. A literatura relata tal
ocorréncia apenas na primeira parte da vida fetal (DINIZ et al.,, 2005), e
desconhecemos possiveis explicagbes para este achado. Tanto os foliculos
poliovulados quanto os corddes celulares encontrados neste trabalho poderiam ser
sugestivos de alguma atividade de renovacéo folicular, uma vez que estas estruturas
sdo tipicas do inicio da foliculogénese. Mas certamente métodos mais precisos sao
necessarios para investigacdes desta natureza. E interessante notar que,
aparentemente, ndo houve qualquer relacdo entre a presenga destas estruturas e a
quantidade de foliculos ovarianos pré-antrais, confirmando a necessidade de mais
estudos sobre este achado.

Concluindo, nossos resultados mostraram que nao houve diferenca
significativa entre a populagéo de foliculos pré-antrais de fetos e novilhas Bos taurus
e Bos indicus. Assim, admitimos que deve haver outra diferenga entre fémeas Bos
indicus e Bos taurus, que nao seja a populagcdo de foliculos pré-antrais, para
justificar a diferenga encontrada na producado de odcitos. Identificamos ainda uma
expressiva variagao individual na quantidade de foliculos pré-antrais entre todas as
categorias estudadas. Finalmente, relatamos a ocorréncia de aglomerados atipicos
de foliculos, em forma de ninhos e cordbes, os quais sdo classicamente citados

durante o inicio da fase fetal.
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6 DISCUSSAO GERAL

Apesar de ja ter sido amplamente estudada, a foliculogénese ainda
apresenta muitos aspectos a ser esclarecidos. Sabe-se que os foliculos ovarianos
pré-antrais representam a maior parte da populagao folicular ovariana e que sao
responsaveis pela renovagao dos foliculos antrais. Entretanto, apesar da importancia
dos foliculos pré-antrais na foliculogénese, existem ainda muitas duvidas sobre os
mecanismos de ativacio e o desenvolvimento dos mesmos.

A partir da maior difusdo da produgédo in vitro de embrides,
descobriu-se um aspecto bastante peculiar de fémeas zebuinas, a elevada produgao
de odcitos obtida in vivo naturalmente a partir de fémeas Bos indicus, quando
comparada com fémeas Bos taurus. Entretanto, ainda ndo existe uma explicagao
para esta diferenga na fisiologia reprodutiva entre fémeas Bos indicus e Bos taurus,
0 que certamente motiva os estudos sobre foliculogénese em fémeas zebuinas.

Novas teorias tém sido propostas sobre a origem e o
desenvolvimento dos gametas femininos. A possibilidade de formagéo continua de
foliculos e odcitos apresenta-se como hipétese extremamente interessante e a
hipétese da diferenciacdo das células-tronco em odécitos por mecanismos
epigenéticos parece ser bastante promissora. Estas evidéncias sugerem algo novo
no campo do conhecimento fundamental da foliculogénese, certamente com reflexos
aplicados na MOIFOPA, TE, FIV, IATF, e em todo segmento da reproducao.

Uma comparagao entre a producdo de odcitos de fémeas Bos
taurus, Bos indicus e produtos do cruzamento taurus-indicus foi apresentada no
Artigo 2. O melhoramento genético e o cruzamento racial tém sido utilizados como
ferramentas auxiliares na obtencado in vivo de odcitos e na producgao in vitro de
embrides. Diversos trabalhos ja apresentaram informagdes sobre a producdo de
odcitos a partir de fémeas Bos indicus, Bos taurus e produtos do cruzamento taurus-
indicus. Analisando-se estes trabalhos, dois aspectos chamaram-nos a atencéo, por
ocorrer na quase totalidade dos trabalhos compilados. Comparacdes entre diferentes
racas e entre ragas e cruzamentos raciais sao raros. Além disso, 0 numero de
aspiragdes foliculares apresentados nos trabalhos da literatura é relativamente
baixo. Por essas informacdes, apresentamos dados de um numero expressivo de

aspiracoes foliculares e comparamos a produgédo de odcitos entre taurus, indicus e
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produtos do cruzamento taurus-indicus. Os resultados obtidos no presente trabalho
mostram que a produgédo de odcitos de fémeas Bos indicus foi maior em relagao a
Bos taurus. Os produtos do cruzamento taurus-indicus apresentaram a maior
producao de odcitos em relacao a fémeas Bos taurus e Bos indicus. Entretanto, com
o aumento do grau de sangue Bos faurus, a producdo de oodcitos apresentou-se
menor.

O Artigo 3 trouxe uma contribuicdo significativa aos resultados
obtidos no artigo anterior. Diversos trabalhos foram conduzidos com o objetivo de
aumentar a eficiéncia na recuperacdo de odcitos por aspiragdo folicular. Dessa
forma, existem diversos trabalhos na literatura sobre o desenvolvimento de foliculos
antrais. Entretanto, existem poucas informacbes sobre o desenvolvimento dos
foliculos pré-antrais, responsaveis pela renovacao de foliculos antrais ovarianos. Os
dados de literatura apontam para uma superioridade de fémeas Bos indicus em
numero de od6citos produzidos in vivo em relagdo a fémeas Bos taurus.
Considerando-se que 99,9% dos foliculos sofrem atresia, seria dificil explicar esta
alta producao de odcitos obtidos sem uma correspondente maior populacdo de
foliculos pré-antrais. A partir destas informagdes, apresentamos neste trabalho uma
comparagao entre a populagédo de foliculos pré-antrais de fémeas Bos taurus e Bos
indicus. Os resultados obtidos mostraram que as populagdes foliculares de fetos e
novilhas Bos taurus e Bos indicus foram semelhantes. O numero de foliculos pré-
antrais por ovario apresentou uma grande variagdo entre individuos da mesma
categoria e entre as racas analisadas. Dessa forma, existem animais que
apresentaram uma grande quantidade de foliculos pré-antrais por ovario e outros
com populagées foliculares abaixo da média. Dada a importancia dos foliculos pré-
antrais no processo de foliculogénese, e também na producao in vitro de embrides,
consideramos que os resultados obtidos vao contribuir para a elucidacdo de
aspectos ainda obscuros.

Finalizando, estamos convictos de que os resultados obtidos neste
trabalho constituem mais um passo rumo ao avango e compreensao dos eventos
implicados na foliculogénese. Deve haver alguma diferenga entre fémeas Bos taurus
e Bos indicus, excluindo-se a populagao folicular ovariana, que justifique a alta

producao de odcitos obtidos naturalmente de fémeas Bos indicus.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

e As novas teorias propostas sobre a origem e o desenvolvimento
dos gametas femininos sugerem algo novo, entretanto, mais investigagbes sao
necessarias para confirmar sua existéncia ou refuta-las definitivamente;

e A producdo de odcitos obtidos in vivo de fémeas Bos taurus
indicus foi maior em relacdo a Bos taurus taurus. Entretanto, os produtos do
cruzamento 1/2 taurus- 1/2 indicus apresentaram a maior producao de odcitos, e o
maior grau de sangue taurus proporcionou uma redugdo na producao de odcitos
obtidos de 3/4 taurus- 1/4 indicus;

o Fetos e novilhas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
apresentaram populagao folicular ovariana semelhante. A populagdo de foliculos
pré-antrais apresentou uma grande variagao entre individuos da mesma categoria e
entre as ragas analisadas. Houve uma baixa correlacédo entre a populagao folicular e
0 peso ovariano, exceto para fetos Bos taurus, cuja correlagao foi alta;

e A investigagdo da populacdo de foliculos pré-antrais ovarianos
nao foi suficiente para explicar a maior producao de odcitos obtidos in vivo a partir de

fémeas Bos taurus indicus em relacao a Bos taurus taurus.





