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RESUMO GERAL

Objetivou-se avaliar as caracteristicas histomorfométricas dos testiculos e
ovarios de suinos, em diferentes idades gestacionais, e correlaciona-las com o
comprimento e perimetro cefalico, e perimetro tordcico. Quarenta e quatro fetos
provenientes de dezoito fémeas gestantes DB-90 (DanBred) foram divididos por
género e idade gestacional. As idades gestacionais foram 50, 80 e 106 dias de
gestacdo, sendo que no primeiro e segundo grupos foram estudados 5 machos e
7 fémeas, e no terceiro grupo, 5 machos e 9 fémeas. Apds o abate das marras, 0s
fetos foram retirados e tiveram o comprimento cefélico e os perimetros cefalico
e torécico determinados. Em seguida, as gbnadas foram coletadas, pesadas e
encaminhadas para analises histomorfométricas, como contagem de células e
mensuracdo de estruturas que constituem as gonadas. Todas as caracteristicas
gonadais foram submetidas a ANOVA, e estatisticamente comparadas entre as
diferentes idades gestacionais pelo teste SNK, com probalidade de 5%. As
variaveis histomorfométricas foram correlacionadas com as medidas fetais pela
correlacdo de Pearson. O peso das gonadas aumentou (P<0,05) de forma
expressiva ao longo da gestagéo, especialmente no terco final. Aos 106 dias de
gestacdo houve maior (P<0,05) comprimento cordonal e nimero de células de
Sertoli nos testiculos, porém, menor didmetro dessas células a partir dos 80 dias
de gestacdo. O peso, o comprimento cefalico, perimetros cefalico e torécico,
foram positivamente correlacionados (P<0,01) com o peso dos testiculos,
comprimento cordonal, e numero total de células de Sertoli, e negativamente
correlacionados (P<0,02) com o indice gonadossomatico e diametro médio das
células de Sertoli. Quanto as andlises dos ovarios, o numero total de foliculos foi
maior aos 80 e 106 dias, enquanto que o nimero de ovogonias diminuiu ao
longo da gestagdo. O peso e as medidas fetais foram positivamente
correlacionados (P<0,01) com peso dos ovarios, numero total de foliculos,
namero de foliculos em crescimento, volume total das ovogbnias, porém, foram
negativamente correlacionados (P<0,05) com o indice gonadossomatico, nimero
total de ovogbnias e porcentagem de ndcleo das ovogbnias. Conclui-se que a
proliferagdo celular no testiculo ¢ mais acentuada no terco final da gestacéo,
assim como o desenvolvimento dos ovarios e sua organizacdo. O peso e 0
tamanho fetal podem ser utilizados para prever o desenvolvimento das gbnadas.

Palavras-chave: Células de Sertoli; Embriologia; Foliculos; Morfometria;
Ovogonias; Suinocultura



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the histomorphometric traits of the
testes and ovaries at different gestational ages, and correlate them with the
length and head circumference, and thoracic perimeter. We divided by gender
and gestational age 44 fetuses obtained from DB-90 pregnant gilts (DanBred).
The gestational ages were of 50, 80 and 106 days. In the first and second groups,
5 males and 7 females were studied, and in the third, 5 males and 9 females.
After slaughtering the gilts, the fetuses were removed, determining the head
length and head and thoracic perimeters. Subsequently, the gonads were
collected, weighed and subjected to histomorphometric analyses, such as cell
counts and measuring the gonad structures. All gonad traits were subjected to
ANOVA, statistically comparing the different gestational ages using the SNK
test at 5% probability. Histomorphometric variables were correlated with fetal
measurements by means of Pearson correlation. The weight of the testes
increased (P<0.05) significantly during pregnancy, especially during the final
third. The same occurred to the weight of the ovaries. After 106 days of
gestation, the cordonal length and number of Sertoli cells increased (P<0.05) in
the testes, however, the diameter of these cells from 80 days gestation was
smaller. The weight, head length, head circumference and girth were positively
correlated (P<0.01) with the weight of the testes, cordonal length and total
number of Sertoli cells, however, were negatively correlated (P<0.02) with GSI
and the average diameter of the Sertoli cells. Ovary analysis and total number of
follicles was higher at 80 and 106 days of gestation, whereas the number of
oogonia decreasing during pregnancy. The weight of the fetus and fetal
measures were positively correlated (P<0.01) the weight of the ovaries, total
number of follicles, an increase in number of follicles total volume of oogonia,
however, were negatively correlated (P<0.05) with GSI, total number of oogonia
and percentage of core of oogonia. We concluded that most cell proliferation in
the testicle development of the ovaries and its organization are more pronounced
in the final third of gestation. Fetal weight and size can be used to predict the
development of histological gonads.

Keywords: Embryology; Follicles; Morphology; Oogonia ; Sertoli Cells; Swine
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CAPITULO I

1 INTRODUCAO

A carne suina é a mais consumida no mundo, e o crescimento de sua
producdo se deve aos avancos nas areas de genética, sanidade, nutricdo,
reproducdo e manejo. O Brasil tem se destacado pela elevada eficiéncia
produtiva associada a excelente qualidade de carne, sendo considerado um
grande exportador. Essa eficacia se deve as pesquisas realizadas nessa espécie e
ao alto ganho genético pelos plantéis. Porém, para aumentar a producdo, a fim
de atender a demanda populacional mundial, os indices reprodutivos da espécie
suina, como fertilizacéo in vitro e transferéncia de embrides, ainda precisam ser
melhorados.

Estudos sobre a origem e diferenciacdo tecidual dos 6rgdos sexuais sdo
importantes, uma vez que é comprovado que qualquer interferéncia no
desenvolvimento embrionério e fetal desses érgdos, pode influenciar a qualidade
reprodutiva do animal na fase adulta. Além disso, entender a embriologia do
trato reprodutivo, é de extrema importacia para se compreender a patogenia de
anomalias que ocorrem nas gbnadas e estruturas acessorias.

Em suinos, assim como em muitas espécies de mamiferos, o inicio da
foliculogénese, oogénese e formacdo das espermatogdnias ocorre no periodo
fetal. Nesse momento, fatores ambientais podem prejudicar eventos importantes
da organogénese reprodutiva, como, migracao celular, proliferacdo de células de
Sertoli e Leydig, meiose das células germinativas, e a formacdo dos foliculos
ovarianos. Tais problemas podem ser decorrentes de alteracBes no eixo
hipotaldamico-hipofisario-gonadal, que podem compromoter a producdo de
andrdgenos e estrogenos e, consequentemente, o desenvolvimento corporal e as

caracteristicas sexuais secundarias dos fetos. Assim, a adequada ocorréncia
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desses processos € necesssaria, para que na vida adulta o animal tenha bons
parametros reprodutivos.

As células de Sertoli sdo as primeiras células a se diferenciarem durante
0 desevolvimento testicular. Possuem grande importancia por serem elementos-
chave do processo espermatogénico, e também para o desenvolvimento
testicular e producdo espermética em animais sexualmente maduros. Quanto ao
desenvolvimento ovariano no periodo fetal, as oogdnias passam por um processo
de transformacgdo até formarem os foliculos primordiais que irdo constituir a
reserva de foliculos pds-nascimento. Em outras palavras, o periodo fetal se torna
importante para a capacidade reprodutiva da fémea, pois, a quantidade de
odcitos que serd produzida na fase adulta, é estabelecida no periodo fetal.

Sendo assim, sabendo que eventos que ocorrem durante 0
desenvolvimento gonadal fetal podem influenciar na vida reprodutiva do animal
adulto, e que pardmetros histologicos das gbnadas podem predizer a eficéncia
reprodutiva, a tentativa de correlacionar esses parametros com medidas fetais se
torna importante. Atualmente, técnicas ultrassonograficas estdo sendo usadas
para mensurar medidas fetais in vivo, dessa forma, a correlacdo do
desenvolvimento gonadal com o tamanho corporal dos fetos, pode representar
uma forma de predizer a qualidade dos reprodutores ainda no periodo pré-natal.
Assim, objetivou-se caracterizar morfometricamente a proliferacdo de células de
Sertoli e estruturas testiculares de fetos suinos, assim como a morfometria de
ovogbnias e contagem de foliculos em diferentes idades gestacionais, e
correlaciona-los com as medidas fetais de comprimento, e perimetro cefalico e

toréacico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Desenvolvimento fetal das gdnadas

O sistema reprodutivo fetal origina-se na parte dorsal da cavidade
abdominal, a partir de duas cristas germinativas. Antes de sua diferenciacdo no
trato reprodutor masculino ou feminino, o sistema é composto por duas gbnadas
indiferenciadas, dois pares de ductos, um seio urogenital, um tubérculo genital, e
diversas pregas vestibulares (HAFEZ, 2004).

As células germinativas primordiais (CGP) tém origem extragonadal,
sendo formadas a partir do saco vitelinico mesentérico. Essas células sdo moveis
e altamente invasivas (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2001; HURK;
ZHAO, 2005), sendo capazes de migrar do saco vitelino para as cristas genitais,
dando origem aos cord@es gonadais (COUROT; HOCHEREAU-DE-REVIERS;
ORTAVANT, 1970). Nas fémeas, esses corddes sdo chamados de corddes
corticais, e nos machos, corddes medulares. As células mesenquimais também
migram para a crista gonadal dando origem as células de Leydig nos machos, e
as células da teca e estroma nas fémeas. As células do epitélio celédmico também
migram dando origem as células de Sertoli nos machos, e ovogonias nas fémeas
(GILBERT, 2003; HYTTEL; SINOWATZ; VEILSTED, 2012). Os cord@es
medulares, nos machos, continuam a proliferar formando uma rede interna de
corddes sexuais, e uma outra rede mais distal e mais fina, denominada rede
testicular (rede testis) (HYTTEL; SINOWATZ; VEILSTED, 2012). Os ductos
deferentes sdo remanescentes do rim mesonéfrico embrionario e ligam os
testiculos aos ductos de Wolff (GILBERT, 2003; HYTTEL; SINOWATZ;
VEJLSTED, 2012).

Os ductos de Miller e os ductos de Wolff compoem o embrido

sexualmente indiferenciado. Os ductos de Miiller, durante seu desenvolvimento
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embrionario nas fémeas, se desenvolvem até formar um sistema de ducto
gonadal, e os ductos de Wolff, nesse caso, sofrem atrofia. O Utero, a cervix e a
porcdo cranial da vagina, se originam entdo, da fusdo dos ductos de Miller
caudalmente. Ja no feto masculino acontece o contrario. Os ductos de Wolff se
desenvolvem controlados pelos andrégenos testiculares, e os ductos de Muller
atrofiam sob influéncia do AMH produzido pelas células de Sertoli (PARK;
JAMESON, 2005).

Nos testiculos, as células de Sertoli originam-se, provavelmente, do
epitélio celdmico, e sdo as primeiras células somaticas a se diferenciarem
(KARL; CAPEL, 1998). A migracao das demais celulas sométicas do testiculo,
como as células de Leydig, a partir da regido mesonéfrica para a crista genital,
ocorre sob influéncia das celulas de Sertoli (KANAI; MINEMOTO; SAKAI,
2005; MERCHANT-LARIOS; MORENO-MENDOZA, 2001; SEKIDO et al.,
2004; TILMANN; CAPEL, 2002; YAO et al., 2002), inclusive em suinos
(KAMINSKI; CORBIN; CONLEY, 1999). Ja as células midides originam-se
mais provavelmente do epitélio celémico ou do mesénquima, que constitui a
crista genital (COMBES et al., 2009).

Nos suinos, a diferenciagdo testicular ocorre por volta do 26° até 56° dia
de gestacdo, e se caracteriza pela formacdo dos cordBes testiculares e
diferenciagdo das células somaticas precursoras das células de Sertoli e células
midides peritubulares. Essa diferenciagdo € necessaria para que ocorra 0
desenvolvimento normal da espermatogénese, e para inibi¢do da progresséo dos
gonacitos para a fase de meiose, como acontece nas fémeas (YAO et al., 2002).
Durante o desenvolvimento testicular, as células de Sertoli também sao
responsaveis por secretar o hormonio anti-mdilleriano (AMH), que inibe o
desenvolvimento do trato reprodutivo feminino. Sendo assim, as células de
Sertoli sdo responsaveis pela diferenciacdo e desenvolvimento dos testiculos.

Porém, as células de Leydig é que sdo responsaveis por conferir as
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caracteristicas secundarias masculinas e desenvolvimento do trato reprodutor
masculino, pois sdo as que secretam a maior parte dos andrégenos durante a vida
fetal (MERCHANT-LAIROS; MORENO-MENDOZA, 2001).

Ja a diferenciacdo morfoldgica do ovario em suinos ocorre por volta do
33° dia de gestacdo e se caracteriza pela formacgdo de cordfes sexuais primitivos,
0s quais formam a rete ovarii rudimentar. Por volta do 44° dia gestacional, esses
corddes se desintegram formando ninhos de gondcitos. Com essa degeneracao, 0
cortex se estrutura através de novos corddes, denominados corddes corticais, 0S
quais incorporam as células germinativas primordiais (MCCOARD et al., 2001).
Essas células comecam a se dividir por um intenso processo de mitose e se
transformam em ovogénias. A partir de entdo, as ovogonias entram na fase de
profase da primeira divisdo mei6tica, mas param na fase de dipléteno e nédo
progridem para outras fases da meiose (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
Segundo Almeida (1999), as células foliculares secretam uma substancia
inibidora da meiose, fazendo com que os ovdcitos primarios nao terminem a
divisdo meidtica antes da puberdade.

Quanto a foliculogénese em suinos, assim como em muitos mamiferos,
esta se inicia durante desenvolvimento fetal e continua ao longo da vida adulta.
Os foliculos ovarianos comecam a ser formados no 56° dia de gestacdo. O
conjunto de foliculos primordiais e sua subsequente transi¢cdo para o estagio
primario, cujo processo se denomina ativacdo folicular, ocorre no final da
gestacdo (BIELANSKA-OSUCHOWSKA, 2006).

2.2 Testiculo
O testiculo é um orgdo que apresenta tanto funcdo enddcrina quanto

exocrina, enddcrina pela producdo de hormonios e exdcrina pela produgdo de

gametas. E envolto por uma capsula de tecido conjuntivo denominada tdnica
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albuginea que, de acordo com cada espécie, emite septos para o interior do 6rgdo
até o mediastino testicular, permitindo assim, a divisdo do testiculo em l6bulos
testiculares, que na maioria das vezes, ndo sdo aparentes (HAFEZ, 2004;
RUSSELL et al., 1990).

O testiculo é dividido em dois compartimentos, o tubular e o
intertubular. O compartimento tubular, na maioria dos mamiferos adultos, ocupa
cerca de 70 a 90% de todo o parénquima testicular (FRANCA; RUSSELL,
1998). Esse compartimento, responsavel pela producdo de espermatozoides,
compreende o0s tlbulos seminiferos, os quais sdo constituidos pela tunica
prépria, epitélio seminifero e lume tubular. Na tanica propria sdo observadas
células midides ou peritubulares, membrana basal e fibras colagenas. No epitélio
seminifero encontram-se as células de Sertoli e células germinativas ou
espermatogénicas. O limen tubular é o local de secre¢édo dos fluidos produzidos
pelas células de Sertoli e os espermatozoides. O compartimento intertubular é
constituido por vasos sanguineos e linfaticos, nervos, células e fibras de tecido
conjuntivo, macréfagos, mastécitos e células de Leydig, essas produtoras de
androgenos (FRANCA; RUSSELL, 1998; RUSSELL et al., 1990).

Os testiculos se desenvolvem retroperitonealmene na parede dorsal da
cavidade abdominal. Durante o desenvolvimento fetal ocorre a migracéo para a
bolsa escrotal, ficando suspensos na extremidade do corddo espermatico
(HAFEZ, 2004). Em decorréncia dessa migracdo, cada testiculo arrasta consigo
uma membrana serosa derivada do peritdnio, denominada tanica vaginal. Essa
tinica é composta por uma camada parietal exterior e uma camada visceral
interna, que recobrem a tunica albuginea nas porgdes laterais e anteriores do
testiculo. O escroto tem a fungdo de manter a temperatura dos testiculos abaixo
da temperatura corporal JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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2.2.1 Tubulos seminiferos

Os tabulos seminiferos sdo estruturas enoveladas que compfem o
compartimento tubular dos testiculos, e se conectam através de duas
extremidades a rede testicular ou rede testis, localizada na regido do mediastino
testicular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O didmetro e o comprimento dos
tibulos seminiferos variam de acordo com as diferentes espécies de mamiferos
(FRANCA; RUSSELL, 1998). De maneira geral, entre 10 a 15 metros de
tubulos seminiferos sdo encontrados por grama de testiculo, em animais adultos
(FRANCA; RUSSELL, 1998; SETCHELL; MADDOCKS; BROOKS, 1994).
Os tlbulos retos juntamente com os tubulos seminiferos formam uma rede
anostomosada de canais, constituindo a rede testicular no mediastino do
testiculo. Os ductos eferentes sdo responsaveis por interligar a rede testicular ao
inicio da porcéo do epididimo (AMANN, 1981; IL1O; HESS, 1994).

Os tdbulos seminiferos sdo constituidos de epitélio germinativo ou
epitélio seminifero, no qual é envolvido por Iamina basal e por uma bainha de
tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Esse tecido é formado
por algumas camadas de fibroblastos e pelas células midides na sua camada mais
interna. Essas sdo contrateis, sendo consideradas como responsaveis pela
movimentag&o de fluidos e propulséo dos espermatozodides atraves do lume dos
tibulos seminiferos. Ja as células de Leydig, estdo dispostas entre os tubulos
seminiferos e sdo as prinicpais responsaveis pela produgdo de androgenos fetal
(DYM, 1994; RUSSELL et al., 1990).

O epitélio seminifero é composto por dois tipos celulares: as células de
Sertoli, originarias do epitélio celomatico, e as células germinativas, originarias
do epiblasto adjacente a0 mesoderma extra-embrionario (CAPEL, 2000; KARL;

CAPEL, 1998). Essas ultimas se dispdem em quatro a oito camadas de células, e
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sua fungdo € produzir espermatozoOides. Esse processo € denominado
espermatogénese e inclui a divisdo celular por mitose e meiose, até a
diferenciacgdo final em espermatozoides (RUSSELL et al., 1990). J& as células de
Sertoli junto com as células midides sintetizam a membrana basal, que serve de
suporte estrutural para a propria célula de Sertoli, e para as células germinativas
gue se encontram no compartimento basal dos tubulos seminiferos (DYM,
1994).

2.2.2 Proliferagdo e regulagdo das células de Sertoli

As células de Sertoli sdo células somaticas que estdo localizadas no
epitélio dos tdbulos seminiferos e se comunicam com células vizinhas por meio
de juncdes intercelulares. Participam da formacdo da barreira hematotesticular,
na qual separa o epitélio seminifero em compartimento basal e adluminal, e
favorecem o desenvolvimento da espermatogénese, por fornecer suporte
estrutural e nutricional as celulas germinativas (RUSSELL et al., 1990;
SHARPE, 1994). As células de Sertoli também realizam a fagocitose das células
germinativas em degeneracgdo e do excesso de citoplasma remanescentes apés a
liberacdo das espermatides, secrecdo de fluido testicular, manutencdo da
integridade do epitélio, participa da espermiacgdo liberando as espermatides no
lume tubular, esteroidogénese e metabolismo de esterdides (FRANCA,
CHIARINI-GARCIA, 2005; RUSSELL et al., 1990).

Sabe-se que as células de Sertoli proliferam ativamente durante o
periodo fetal. No entanto, os mecanimos responsaveis por essa proliferacdo
ainda ndo estdo esclarecidos (ORTH, 1984, 1993; MCCOARD; WISE; FORD,
2003). Segundo Baker e O’Shaughnessy (2001), essa proliferagdo fetal em
camundongos é independente de gonadotrofinas. Ja no periodo pés-natal, a

literatura relata que o horménio foliculo estimulante (FSH) é o principal
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horménio responsavel pela mitose dessas células nesse periodo (HECKERT;
GRISWOLD, 2002; ORTH, 1984, 1993). Porém, ainda ndo se sabe
corretamente, como ocorre esse mecanismo. A literatura sugere que, sob a
influéncia desse horménio, estrégenos produzidos pela aromatizacdo de
androgenos em células de Sertoli imaturas poderiam exercer uma influéncia
importante na divisdo destas células, através da inducdo do fator de
transformacdo do crescimento beta (TGFg) (ORTH, 1984, 1993).

Na segunda metade da gestagdo em suinos, a partir do 75° dia de
gestacdo, as gonadotrofinas FSH e hormdnio luteinizante (LH) sdo identificados
na adenohipofise fetal. As concentragbes desses horménios aumentam
continuamente nessa glandula, e logo antes do nascimento exibem um pico
(MCNAMARA et al., 1985). Ja a quantidade de receptores de FSH no testiculo,
aumenta continuamente, do nascimento até a puberdade (VANDALEM et al.,
1986). Porém, varios estudos realizados em suinos sugerem que 0s niveis
plasmaticos de FSH ndo estdo rigorosamente correlacionados com a proliferacdo
ativa das células de Sertoli, que ocorre durante os periodos finais de gestacédo e
inicio do pos-natal (FORD et al., 2001; LUNSTRA; WISE; FORD, 2003;
MCCOARD; WISE; FORD, 2003; WAGNER; CLAUS, 2009).

Ao contréario do FSH, o horménio tireoidiano (T3) é responsavel pela
alteracdo do estado mitético para ndo-mitdtico dessas células, antes da
puberdade (COOKE et al., 1994; FRANCA et al., 1995). Atraves de estudos ja
publicados, pode-se perceber que esse hormdnio esta fortemente envolvido na
regulacdo da funcéo das células de Sertoli (CAUSSANEL et al., 1996; COOKE;
HOLSEBERGER; FRANCA, 2005; MCCOARD; WISE; FORD, 2003; SILVA
JUNIOR, 2000) porém, ainda ndo se sabe como ele atua na proliferacdo e
maturagdo dessas células (COOKE; HOLSEBERGER; FRANCA, 2005;
KLOBUCAR et al., 2003; SILVA JUNIOR, 2000; TARN et al., 1998). Em

suinos, 0 horménio estimulador da tireoide (TSH) foi detectado aos 75 dias de
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gestacdo e teve sua concentracdo aumentada de maneira continua até a 62
semana apds o nascimento (MCNAMARA et al., 1985). Nessa espécie, a
proliferacdo das células de Sertoli pds-natal ocorre mais acentuadamente em
dois momentos. O primeiro ocorre desde o nascimento até 1 més de idade, ja o
segundo ocorre entre 3 a 4 meses de idade. Esses periodos de proliferagdo mais
evidentes coincidem com os picos de FSH no plasma e também com um
aumento do comprimento dos tdbulos seminiferos (FRANCA et al., 2000;
KLOBUCAR et al.,, 2003; KOSCO; LOSETH; CRABO, 1989; TRAN;
MEUSY-DESSOLLE; JOSSO, 1981). Ja em ratos, essa proliferacdo ocorre de
forma diferente. Ela se inicia apés a diferenciagdo sexual e vai diminuindo apos
0 nascimento. Nessa espécie, a mitose é interrompida com apoximadamente
duas a trés semanas ap6s o nascimento (BAKER; O’SHAUGHNESSY, 2001;
KLUIN; KRAMER; DE ROOIJ, 1984; ORTH; GUNSALUS; LAMPERTI,
1988; VERGOUWEN et al., 1991).

Em todas as espécies de mamiferos, a proliferacdo de células de Sertoli
cessa antes da entrada da puberdade. Assim como também em todas as espécies,
essa interrupcdo ocorre quando a barreira hemato-testicular esta formada, o
citoesqueleto de actina dentro da célula de Sertoli se desenvolve, e ocorre
extensa proliferacdo de espermatogbnias e formagdo de espermatécitos
primarios (FRANCA et al., 2000; GONDOS; BERNDSTON; GOLDSTEIN,
1976; RUSSELL; BARTKE; GOH, 1989). Em suinos, isso ocorre por volta de
trés a quatro meses de idade (FRANCA et al., 2000).

O numero total de células de Sertoli no testiculo vai determinar o
tamanho deste, assim como sua producdo espermaética, visto que cada célula de
Sertoli é capaz de suportar apenas um numero relativamente fixo de células
germinativas, de uma forma especifica da espécie (FRANCA; RUSSELL, 1998;
RUSSELL; PETERSON, 1984; ORTH; GUNSALUS; LAMPERTI, 1988).

Assim, todos os fatores que influenciam na proliferacdo de células de Sertoli,
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mudancas nos niveis plasmaticos de FSH e seus receptores (ABEL et al., 2000;
ORTH; GUNSALUS; LAMPERTI, 1988; SAIRAM; KRISHNAMURTHY,
2001; SHARPE, 1994), deficiéncia do receptor IIA da ativina (KUMAR et al.,
2001), hipotireoidismo neonatal transitério (COOKE et al., 1994; COOKE;
ZHAO; BUNICK, 1994) e hemicastracdo (FORD et al., 2001) irdo afetar,
consequentemente, o nimero de espermatozéides produzidos por testiculo. Além
disso, a partir de estudos in vitro em roedores, detectou-se que outros fatores
também podem estar envolvidos na proliferacdo e regulacdo dessas células,
como o 4cido retinoico, testosterona, estrogenos, ativina, folistatina, inibina,
interleucina-1o (IL-1a), fator de crescimento tumoral o ¢ B (TGFa e B), fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina | e 1l
(IGF-I ¢ 1I), fator de célula tronco (SCF) e B-endorfina (BUZZARD et al., 2003,;
BUZZARD; WREFORD; MORRISON, 2003; KHAN et al., 2002; NAKAI et
al., 2001; ORTH, 1986; ORTH; BOEHM, 1990; PETERSEN et al., 2001, 2002).

Assim como esses fatores atuam na proliferacdo das células de Sertoli,
alguns também estdo relacionados com o desenvolvimento corporal, como
insulina, hormonios tireoideos, glucocorticoides, esteroides sexuais, eixo
melanocortina-leptina, além de fatores de crescimento produzidos localmente
(BREIER et al., 1998). Dentre os fatores de crescimento, o IGF-1 e o IGF-II
merecem destaque, pois tém papel importante no crescimento e desenvolvimento
da musculatura.

Sabe-se que o IGF-I materno ndo pode difundir através das membranas
placentérias e, portanto, ndo pode agir diretamente sobre o feto. Contudo, uma
elevagdo na concentracdo de IGF-I materno, pode promover a tranferéncia de
nutrientes através da placenta, e assim melhorar o crescimento fetal (HALL et
al., 1986; LASSARE et al., 1991). Hall et al. (1986) citam também que o
aumento no IGF-1 materno pode resultar num aumento da producdo fetal de

IGF-1. Dessa maneira, baseado em evidéncias, pode-se inferir que os IGFs tém
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papel fundamental no desenvolvimento fetal. As bases dessas hipoteses sdo que,
primeiramente, 0s pesos ao nascer de varias espécies estdo correlacionados com
a concentracao de IGF-I, e que ambos, o crescimento fetal e a secrecdo de IGF-I
pelo feto, sdo independentes do GH, mas dependentes da disponibilidade de
substrato (GLUCKMANN, 1986). Em ovinos, o IGF-I e o IGF-II estdo presentes
nos fluidos uterinos entre os dias 10 e 16 (KO et al., 1991). A expressdo de
genes para 0 IGF-I, IGF-II e o TGFa em embrifes ovinos no periodo de pré-
implantacdo, foi descrita por Watson et al. (1994), evidenciando a natureza
complexa das interacdes entre o concepto e os fatores de crescimento de origem
uterina, durante o estabelecimento da gestagio. E importante ressaltar que os
IGFs, assim como todos os horménios ligados ao crescimento, se relacionam de
maneira complexa. Por exemplo, o IGF-II parece ser diretamente regulado pelo
nivel de glicose, mas ndo pode suportar o crescimento fetal se a insulina e o
IGF-I se apresentarem baixos (GLUCKMANN, 1986).

Com base no exposto, é possivel haver alguma relagdo entre o
desenvolvimento gonadal e o desenvolvimento corporal dos conceptos. Essa
caracteristica, caso seja comprovada, poderia auxiliar na predicdo do
desenvolvimento gonadal a partir das mensuragcfes corporais dos animais ainda

em sua vida uterina.

2.3 Ovaérios

Assim como os testiculos, os ovarios também possuem fungéo enddcrina
e exocrina: enddcrina pela produgdo de hormonios esterdides e peptideos, e
exocrina pela producdo de um ou mais odcitos maduros a cada ciclo (HAFEZ,
2004). Apresentam na superficie um epitélio pavimentoso ou cubico simples,
denominado epitélio germinativo. Abaixo desse epitélio fica disposta a tinica

albuginea, que se caracteriza por uma camada de tecido conjuntivo denso, e €é
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responsavel pela cor esbranquicada do ovario. Abaixo dessa tdnica ha uma
regido chamada cortical, que contém corpo liteo, corpos albicans e foliculos
ovarianos, em varios estagios de desenvolvimento. Ja a parte mais interna do
ovario, para a maioria das espécies, é a regido medular que contém um tecido
conjuntivo frouxo entremeado por um leito vascular. Porém, esse limite entre a
regido cortical e medular, ndo é muito visivel (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

No ovério, cada ovocito associado a um foliculo possui o potencial de
gerar um novo individuo. Para que isso ocorra, uma sequéncia de eventos
complexos e altamente controlados deve ocorrer de forma dindmica e ordenada.
Tais eventos incluem a formagéo do conjunto de foliculos primordiais durante a
vida fetal, que constituirdo a reserva de foliculos na vida adulta, inicio da
ativacdo desses foliculos, ainda no feto, para iniciarem o crescimento e o correto
funcionamento na vida adulta, de forma a maximizar a chance do ovocito ser
fertilizado (BINELLI; PORTELA; MURPHY, 2009).

2.3.1 Oogénese

A oogénese pode ser definida como o conjunto de processos que
compreende o desenvolvimento e diferenciagdo das células germinativas
primordiais da fémea, até a formagdo do ovocito hapldide apto a ser fecundado
(MARTINS et al., 2008). Esse processo se inicia antes do nascimento, mas
somente alguns odcitos conseguem completa-lo meses ou anos mais tarde no
animal adulto, apos a fecundacdo (WASSARMAN, 1988).

Durante a vida fetal, no momento em que as CGP colonizam a génada
indiferenciada, essas células perdem sua caracteristica mével e iniciam mitose,
diferenciando-se em ovogbnias. A partir de entdo, passam por sucessivas

mitoses e entram na primeira divisdo meidtica, quando passam a ser
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denominadas de ovdcitos primarios ou imaturos. Esse processo de meiose €
interrompido (primeira parada) no estigio de dipléteno ou dictidteno, ou de
vesicula germinativa (VG), ficando nesse estado até que o animal atinja a
puberdade (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2001; HURK; ZHAO,
2005).

2.3.2 Foliculogénese

E o processo de formagdo, crescimento e maturacdo folicular que se
inicia com a formagé&o do foliculo primordial e termina com o estadio de foliculo
maduro, também conhecido como foliculo de Graaf ou pré-ovulatério (HURK;
ZHAO, 2005). A foliculogénese ocorre simultaneamente a oogénese, quando o
odcito esta entre as fases de préfase | e metafase I, na maioria das espécies. Em
outras palavras, a foliculogénese inicia-se apds a oogénese e termina antes dessa
Gltima, e pode ser dividida em duas fases: 1) fase pré-antral, que € subdividida
em ativacdo dos foliculos primordiais e crescimento dos foliculos primarios e
secundarios e; 2) fase antral, subdividida em crescimento inicial e terminal dos
foliculos terciarios (LEITAO et al., 2009). Os foliculos pré-antrais representam
cerca de 90 a 95% de toda a populacédo folicular (MACHADO et al., 2002). A
figura 1 representa de forma esquematica as fases de desenvolvimentos dos
foliculos e suas respectivas classificagdes.

Através de estimulos ainda ndo completamente explicados, os foliculos
primordiais formados deixam o pool de foliculos em repouso, ainda na vida
fetal, iniciando o crescimento oocitério, ativando os foliculos e passando a ser
chamados de foliculos primarios (WANDJI et al., 1996). Essa ativacéo folicular
acontece devido a uma série de fatores de crescimento como, IGF-I, TGFa,
TGFp, fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento
fibroblastico (FGF) (FIGUEIREDO; RODRIGUES; AMORIM, 2002).
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Estagios do
desenvolvimento folicular

Primordial Primario Secundario Pré-antral Antral

Figura 1: Fases do desenvolvimento de um foliculo ovariano. Foliculo
primordial apresentando uma Unica camada de células da granulosa com formato
achatado. Foliculo primério apresentando também uma s6 camada de células da
granulosa, porém, ja em formato cubdide e inicio da formagdo da zona pelucida.
Foliculo secundério apresentando varias camadas de células da granulosa e zona
peltcida formada. Foliculo pré-antral apresentando o inicio da formagdo do
antro. Foliculo terciario ou antral apresentando antro e células da teca. Adaptado
de: Foliculogénese (2015)

E importante destacar que o aparecimento dos estagios pré-antrais dos
foliculos tem padrdo temporal espécie-especifico. Na maioria dos mamiferos, e
inclusive nos seres humanos (HURK; ZHAO, 2005), a formagdo dos foliculos se
inicia na vida fetal, sendo detectados foliculos primordiais, primarios e
secundarios, respectivamente, aos 75, 100 e 120 dias de gestacdo em ovinos
(MCNATTY et al., 1995) e aos 90, 140 e 210 em bovinos (RUSSE, 1983). Ja
em ratos e camundongos, a formag&o dos foliculos primordiais se inicia somente
apos o nascimento (HIRSHFIELD, 1991).

Quando os foliculos primordiais séo ativados, tanto no periodo pré-natal

quanto no poés-natal, ocorre uma série de alteragcbes, como modificacdo do
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formato das células da granulosa de achatado para cubico, proliferacdo das
células da granulosa e aumento do tamanho do o6cito mudando a classificacdo
do foliculo, de primordial para primario (GOUGEON; BUSSO, 2000). Ocorre
proliferacdo das células da granulosa, e quando o foliculo comeca a apresentar
mais de duas camadas dessas células em volta do odcito, passa a ser chamado de
secundario. No mesmo instante, outras alteracdes estdo acontecendo, tais como:
aumento do tamanho do odécito, mutiplicacdo das organelas, formacdo da zona
pellcida entre as células da granulosa e o o6cito, acimulo de lipideos, aumento
na sintese de RNA, e absorcdo de nutrientes. O antro, cavidade folicular, comeca
a ser formado com o desenvolvimento do foliculo. O liquido folicular é
sintetizado pelas células foliculares ou células da granulosa, e os foliculos
tornam-se entdo terciarios ou antrais (FIGUEIREDO; RODRIGUES; AMORIM,
2002).

2.3.3 Ativagao Folicular

Entende-se por ativacdo folicular o processo irreversivel pelo qual
foliculos primordiais entram em crescimento, e passam a ser chamados de
foliculos primérios. Como visto anteriormente, com a ocorréncia da ativagdo, o
odcito aumenta de tamanho, e as células da granulosa passam de achatadas para
cuboides. Os mecanismos responsaveis por essa ativacdo ainda ndo foram
compreendidos. Porém, acredita-se que essa ativagéo inicial é pouco dependente
de gonadotrofinas, sendo mais influenciada, provavelmente, por fatores
intraovarianos (LEITAO et al., 2009), como a ativina, EGF, FGF, TGF- a, TGF-
B e IGF-1.

O odcito tem papel ativo na coordenacdo da proliferacéo e diferenciagdo
das células da granulosa ao seu redor (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG,

2004). Comunicacao intercelular é proporcionada por processos citoplasmaticos
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trans-zonais (TZP), que sdo extensdes das células da granulosa, que penetram
através da zona pelucida, e atingem a membrana do o6cito, onde juncGes do tipo
gap permitem transporte bidirecional de ions, metabdlitos, aminoacidos e
pequenas moléculas regulares (ALBERTINI et al., 2001).

A comunicacdo entre 0 odcito e as células somaticas também ocorre por
sinalizacdo paracrina. Dentre varios fatores de crescimento produzidos pelo
odcito ou células da granulosa, o fator de células tronco (SCF; também
conhecido como kit-ligante) e membros da familia dos TGF-B, particularmente o
fator de crescimento diferencial-9 (GDF-9) e a proteina morfogenética dssea-15
(BMP-15, também conhecida como GDF-9B) tém recebido a maior parte da
atencdo (WEBB et al., 2003).

2.4 Desenvolvimento fetal e eficiéncia reprodutiva

O periodo gestacional é dividido em trés fases: ovo ou zigoto,
embrionaria ou organogénese, e fetal. Em suinos, a gestacdo tem duracdo média
de 114 dias (trés meses, trés semanas e trés dias), podendo variar para mais ou
menos quatro dias dependendo da genética, linhagem, ambiente e manejo
(ALVARENGA et al., 2011). No 35° dia de gestacao inicia-se 0 segundo terco
da fase gestacional. Nessa fase se tem o inicio da organogénese, e ainda ocorre o
processo de calcificagdo dos fetos, para que haja o término do desenvolvimento
corporal (WU et al., 1999). Assim, muitos dos fatores que estdo relacionados
com a organogénese também podem influenciar no desenvolvimento do feto.

O desenvolvimento normal do ovério e testiculo durante a embriogénese
é a chave para a fertilidade e sucesso reprodutivo na vida adulta. Em suinos, o
processo de foliculogénese tem inicio com a formagdo dos foliculos durante a
vida fetal, ou seja, no nascimento, as crias ja tém estabelecido o nimero de

foliculos primordiais nas suas génadas, os quais compdem o estoque de foliculos
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que vao se desenvolver durante a vida reprodutiva da fémea (FIGUEIREDO;
RODRIGUES; AMORIM, 2002). Sendo assim, a capacidade reprodutiva das
fémeas é determinada durante a vida fetal através da quantidade limitada de
00cCitos ndo renovaveis.

Em machos, o desenvolvimento do trato reprodutivo durante a vida fetal
é de extrema importancia para sua vida reprodutiva adulta, uma vez que cada
célula de Sertoli é capaz de suportar apenas um numero relativamente fixo de
células germinais (ABERCROMBIE, 1946; FRANCA et al., 2000; WING;
CHRISTENSEN, 1982). Dessa forma, o numero total de células de Sertoli,
estabelecido durante o desenvolvimento testicular, determina o tamanho dos
testiculos e sua producdo espermatica na vida adulta (ABERCROMBIE, 1946;
CONNOLLY et al., 2013; ORTH, 1982). Além do mais, 0s eventos necessarios
para uma funcdo normal do testiculo na vida adulta, ocorrem durante a vida fetal
e poés-natal precoce (NEF; PARADA, 2000; PARISOTTO et al., 2003;
PELLINIEMI, 1975; SHARPE-TIMMS et al., 2000). Dentre esses, 0S mais
importantes sdo a diferenciacdo das células de Sertoli e Leydig, formagdo do
tabulo seminifero, proliferacdo de células de Sertoli, e desenvolvimento das
gbnadas, que ocorrem sob a regulacdo de andrégenos e estrogenos
(PARISOTTO et al., 2003).

A ultrassonografia, também denominada ecografia, é atualmente um
método de diagnoéstico largamente utilizado na Medicina Veterinaria, em todas
as espécies. Através dessa técnica pode-se predizer a idade do concepto pela
existéncia de padrBes biométricos fetais, nos diferentes estadios de gestacdo para
grandes animais, pequenos ruminantes, e suinos (WOLF; GABALDI, 2002).
Além do mais, Pieroni (2013) realizou avaliacBes ultrassonograficas de fémeas
suinas em diferentes idades gestacionais, avaliou as mensuragdes fetais, e
elaborou uma equacdo que prediz 0 peso ao nascimento, demonstrando que é

possivel obter os tamanhos dos fetos através desse exame. Analisando a equagéo
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elaborada pelos autores citados anteriormente, observa-se uma correlagéo
positiva direta entre o comprimento e circunferéncias fetais, com o peso ao
nascimento. Com isso, saber se ha correlacdo dos parametros morfométricos dos
Orgdos reprodutivos durante a fase fetal, com mesnsuragGes fetais, ajudaria a
predizer a qualidade reprodutiva do animal ainda no utero.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que eventos que ocorrem durante o desenvolvimento gonadal
fetal podem influenciar na vida reprodutiva do animal adulto. Considerando que
alguns parametros histoldgicos de testiculo e ovario, como contagem de células
e morfometria de estrutura das génadas, podem predizer a eficiéncia reprodutiva
do animal, a tentativa de correlacionar esses parametros com medidas fetais se
torna importante, uma vez que seria possivel, durante a vida uterina, saber a

capacidade reprodutiva do animal.
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1. Introducéo

As gbnadas, masculinas e femininas sdo 6rgdos com fun¢des enddcrina e
exocrina responsaveis pela producdo de hormdnios reprodutivos e gametas,
respectivamente. A eficiéncia desses Orgdos na vida adulta esta diretamente
relacionada com a qualidade reprodutiva dos animais. Entretanto, indmeros
fatores que ocorrem ndo sé na fase adulta [1] mas também durante o periodo de
desenvolvimento fetal [2] podem influenciar a atividade gonadal e,
consequentemente, a capacidade reprodutiva do animal [3,4]. Os fatores que
influenciam o desenvolvimento gonadal do feto e sua relagdo com a atividade
reprodutiva pds-natal tém sido estudados nas diferentes espécies animais [5,6].

Durante a vida fetal, os eventos relacionados a organogénese reprodutiva
sdo regulados ndo so pela expressdo génica, mas também por fatores externos. A
temperatura ambiente [7], nutricdo [8] e até mesmo ruidos durante a gestacéo [2]
podem influenciar o desenvolvimento gonadal nos fetos. Nesse sentido, estudos
mostram, em humanos, que o baixo desenvolvimento gonadal in utero pode
estar associado a distarbios reprodutivos na vida adulta como atraso na
puberdade [9] e reduzido tamanho do Utero e ovarios durante a vida reprodutiva
[10]. Em cordeiros machos, a subnutricdo a partir da segunda metade da
gestacdo reduziu o nimero de células de Sertoli nos testiculos no periodo pos-
natal [5], sugerindo que a falta de nutrientes durante a gestagdo poderia
comprometer os indices reprodutivos da prole.

Problemas na organogénese reprodutiva podem ser decorrentes de
alteracdes no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal que reduziriam a producédo
de andrdgenos e estrogenos e, consequentemente, o desenvolvimento corporal e
as caracteristicas sexuais secundarias dos fetos [11]. Além disso, outros eventos
importantes seriam afetados como a migracao, proliferacdo e meiose das células

germinativas e a foliculogénese, que determina a populacdo de foliculos ao



45

nascimento e o nimero de foliculos que podem ser recrutados durante a vida
adulta [12]. Até mesmo o comportamento reprodutivo dos animais na vida
poderia ser influencido pelo baixo desenvolvimento gonadal, uma vez que 0s
processos de diferenciacdo sexual de determinadas regifes do cérebro sdo
dependentes de horménios sexuais produzidos antes e apds o nascimento
[13,14]. Dessa forma, evidéncias mostram que o desenvolvimento gonadal
durante a vida fetal pode estar diretamente relacionado a capacidade reprodutiva
po6s-natal.

Estudos que correlacionem o desenvolvimento histoldgico gonadal com
o desenvolvimento corporal fetal de reprodutores suinos de elevado potencial
genético para ganho de peso sdo escassos. Atualmente, a estimativa das medidas
fetais in vivo por meio da ultrassonografia [15] poderia prever o
desenvolvimento gonadal e, com isso, representar uma ferramenta para a escolha
de futuros reprodutores ainda na vida uterina. Dessa forma, objetivou-se avaliar
as caracteristicas histomorfométricas dos testiculos e ovarios de suinos em
diferentes idades gestacionais e correlacionar tais caracteristicas com peso e
comprimento fetal e perimetros cefélico e toracico dos fetos.

2. Material e Métodos
2.1 Animais e procedimento experimental

Os procedimentos descritos neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras (nGmero de
protocolo 079/2014). Foram utilizados 21 fetos machos e 23 fetos fémeas sendo
0s machos provenientes de dez marras e as fémeas de oito. As marrds eram da
genética DB-90 (Genética Suina DB-DanBred, Patos de Minas, MG, Brazil),
todas primiparas com peso de 153,7 + 11,9 kg no momento do abate e idade
aproximada de 240 dias, alojadas em gaiolas individuais de gestacdo no Centro

Experimental de Suinos da Universidade Federal de Lavras. Ao quarto cio
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detectado, as marrds foram submetidas a inseminacédo artificial com sémen de
um Unico reprodutor (Large White) de fertilidade comprovada. Trés
inseminacGes foram realizadas em cada marrd, sendo a primeira no momento em
gue a fémea apresentou o reflexo de tolerancia ao macho (0 horas), a segunda 12
horas ap0s e a terceira 24 horas ap6s a primeira inseminacdo. O dia da Ultima
inseminacdo foi considerado o dia O de gestacao.

Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com
ragdo especifica para a fase, formulada a base de milho e farelo de soja para
conter 300g/animal/dia de proteina bruta e 6.340kcal de energia metabolizavel,
adicionada de vitaminas e minerais seguindo as recomendacfes nutricionais para
animais em crescimento e depois para animais em gestacdo [16]. As racOes
foram fornecidas duas vezes ao dia, sendo as 8:00 e as 16:00.

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos definidos
pela idade gestacional de abate: 50, 80 e 106 dias de gestacdo. Durante todo o
experimento foi realizado o acompanhamento diério da temperatura do ambiente
com auxilio de termdmetros de méaxima e minima. A temperatura diaria média
registrada foi de 23,2 £ 2,0 °C.

2.2 Abate e coleta de material

As 18:00 horas do dia anterior ao abate, as fémeas foram transportadas
para o frigorifico comercial Ipé, localizado em Lavras-MG, Brasil. Os animais
permaneceram em baias de espera sem acesso a alimentos por 12 horas e foram
abatidos no periodo da manhd (7:00) por meio de insensibilizacdo elétrica
seguida de sangria, seguindo as normas da Portaria N° 711, de 1° de novembro
de 1995 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento [17]. Apos o
abate, todo o trato reprodutivo da fémea foi removido e imediatamente
encaminhado ao Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia do Departamento de

Medicina Veterinria (DMV) da UFLA. Inicialmente, foi feita uma incisdo na
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regido da curvatura maior de cada corno uterino para retirada dos fetos. Os fetos
que exibiram caracteristicas morfoldgicas anormais como reduzida dimensdo em
comparagdo com 0s seus pares, esbranquicados, esverdeados ou mesmo de cor
enegrecida, fridveis ou de consisténcia amolecida, foram considerados ndo-

viaveis [18] e ndo foram utilizados no experimento.

2.3 Coleta e preparacao dos testiculos e ovarios

Imediatamente ap0s a retirada do Gtero, os fetos foram pesados e tiveram
o comprimento fetal e os perimetros cefalico e toradcico mensurados com auxilio
de balanca digital (Shimadzu, Schimadzu do Brasil Comércio Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) e fita métrica, respectivamente. Em seguida, os testiculos e ovarios foram
dissecados e pesados. O testiculo direito de cada animal foi fixado em solugédo
de glutaraldeido tamponado a 5% para analises histomorfométricas, enquanto o
outro teve a tunica albuginea retirada e pesada para determinacdo do percentual
do peso em relacdo a gbnada. Os ovarios foram fixados em solucdo Bouin para
posterior confeccdo de laminas histologicas de acordo com a metodologia
adaptada de Straaten & Wensing [19]. As laminas foram corados com
hematoxilina-eosina e, em seguida, preparadas para analises histomorfométricas
de acordo com a rotina do Laboratério de Histologia do DMV da UFLA.

2.4 Morfometria testicular

As andlises histomorfométricas foram realizadas a partir de
fotomicrografia obtida por um sistema de captura de imagem que consiste em
microscopio trinocular (CX31, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), cAmera de captura de imagem digital (SC30, Olympus Optical do Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil), software AnalySIS GetlT (Olympus Soft Imaging

Solutions GmbH, Munster, Alemanha) e lentes oculares com aumento de 40x e
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100x. As imagens obtidas por esse sistema foram analisadas com o software
Image J (NIH, Research Services Branch, Bethesda, Maryland, EUA).

Para a avaliacdo testicular, as proporcdes volumétricas do
compartimento tubular (lume, epitélio e tunica prépria) e intertubular (células de
Leydig, vasos sanguineos e tecido conjuntivo) foram avaliados a partir da
sobreposi¢cdo das imagens obtidas com uma graticula contendo 352 intersec¢oes
no software Image J. Para isso, 15 campos por testiculo de cada animal foram
analisados, perfazendo-se um total de 5.280 pontos. A padronizacdo das
avaliagcBes de morfometria testicular seguiu a metodologia adpatada de Franca et
al. [20].

Para determinacdo do didmetro cordonal médio de cada animal foi
realizada a mensuragdo ao acaso de 30 secgdes transversais de corddes
seminiferos que apresentaram o contorno mais circular possivel [21]. O
comprimento cordonal total (CT) dos tubulos seminiferos de cada testiculo foi
estimado pela seguinte formula: CT = VTS/zR? onde VTS é igual ao volume
total (mL) ocupado pelos tbulos seminiferos no testiculo, R € o raio tubular e
nR” a area de seccéo transversal de tdbulos seminiferos (R = diametro tubular/2)
[22, 23]. O volume total do tabulo seminifero (mL) foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do
conhecimento do volume liquido do testiculo, calculado pela diferenca entre o
peso bruto do testiculo o peso da tlnica albuginea. Como a densidade do
testiculo é muito proxima de 1 (1,03 a 1,04) [24], o peso do testiculo foi
considerado igual ao seu volume.

O namero total de células de Sertoli por testiculo foi estimado a partir da
contagem corrigida (CC) do numero de nucleos de células de Sertoli e espessura
do corte histolégico, seguindo a formula de Abercrombie [25] modificada por
Amann [26], sendo que o DM ¢é o didmetro médio das células de Sertoli,

conforme segue:
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espessura do corte

CC = contagem obtida x

DM DM ©
espessura do carte+ﬂ| T:] - T:]

O diametro nuclear médio das células de Sertoli foi obtido a partir da
média da mensuragdo dos eixos nucleares maior e menor de 30 células [32]. O
volume nuclear (um®) foi entdio obtido pela seguinte formula: VN = 4/3 7iR®,
onde VN = volume nuclear e R = didmetro nuclear/2. A partir do nimero de
células de Sertoli por testiculo e do peso do testiculo, o nimero de células de
Sertoli por grama de testiculo foi calculado.

2.5 Morfometria ovariana

Os programas usados para as andlises histomorfométricas dos ovarios
foram os mesmos descritos no item 2.4. Para avaliar o didmetro do ndcleo de
ovogonias, a média do didmetro menor e maior foi calculada a partir de 30
nucleos. Para o célculo da porcentagem de nlcleo e citoplasma de ovogodnias,
foram avaliados 1.000 pontos sobre essas células. Para essa analise, uma
graticula de 352 pontos foi sobreposta a fotomicrografias de nichos ovogonias
obtidas pelo sistema de captura de imagem j& descrito anteriormente em
aumento de 1.000 vezes.

A contagem do numero de ovogbnias, foliculos primordias e foliculos
em crescimento foi feita utilizando um quadrado de area equivalente a 10.000
um® e o ndmero de cada uma dessas estruturas foi multiplicado pela espessura
do corte (5 um) para se obter valores em pum?, que foram convertidos em mm3
[27]. O volume total (um®) de cada célula foi calculado utlizando-se a seguinte
formula: V = 4/3 nR?, sendo que R é a didmetro médio da célula dividido por
dois. Foram considerados como foliculos primordiais aqueles foliculos
constituidos por um ovdcito e uma camada de células foliculares achatadas, a

maioria localizada na regido cortical préximo da tdnica albuginea. Foliculos
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primérios e secundarios foram considerados como foliculos em crescimento,
sendo que os foliculos primérios aqueles que apresentaram uma Unica camada de
células cubdides e os secundarios mais de uma camada de células cubdides ou

com antro folicular presente [28].

2.6 Analise estatistica

Para comparar o desenvolvimento gonadal entre as diferentes idades
gestationais, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste SNK a 5%. Cada feto consistiu em uma unidade
experimental. Para correlacionar as medidas histomorfométricas com as
caracteristicas fetais, o teste de correlagdo de Spearman foi utilizado. Toda

analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Action 2.5.

3. Resultados

3.1. Avaliagdo gonadal em fetos suinos machos

O peso dos testiculos dos fetos suinos aumentou (P<0,05) de forma
expressiva ao longo da gestacédo (Figura 1), especialmente entre o 80° e 106° dia,
em que houve incremento de 322%, enquanto que, no periodo entre o0 50° e 0 80°
dia, foi de 202%. Aos 106 dias de gestacdo o comprimento cordonal e nimero
de ceélulas de Sertoli apresentaram-se maior em relacdo aos demais periodos
(Tabela 1). Menor volume nuclear das células de Sertoli foi observado (P<0,05)
nos dois ultimos periodos gestacionais avaliados. Ndo houve diferenca (P>0,05)

na proporcao de compartimento tubular nem no numero de células de Sertoli por
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grama de testiculo. Na figura 2 séo ilustradas os parénquimas testiculares dos
fetos suinos nas diferentes idades gestacionais avaliadas.

O peso das gdnadas, 0 comprimento cordonal e o nimero de células de
Sertoli foram positivamente correlacionadas (P<0,01) com o0 peso e
comprimento dos fetos e com os perimetros cefalico e toracico (Tabela 2). Por
outro lado, houve correlagdes negativas (P<0,02) entre o indice
gonadossomatico, porcentagem de compartimento tubular e volume nuclear das
células de Sertoli com o peso e as medidas fetais. Nenhuma correlagdo (P>0,05)
entre peso e medidas fetais foi observada com o didmetro cordonal e nimero de

células de Sertoli por grama de testiculo.

3.2. Avaliagdo gonadal em fetos suinos fémeas

O peso dos ovarios dos fetos suinos também aumentou (P<0,05) ao
longo da gestacdo (Figura 1). O ndmero total de foliculos foi maior (P<0,05) aos
80 e 106 dias de gestacdo quando comparado aos 50 dias, sendo que os foliculos
em crescimento s6 foram visualizados aos 106 dias (Tabela 3). Enquanto o
nimero total de ovogbnias tenha diminuido (P<0,05) ao longo da gestacédo,
observou-se aumento (P<0,05) do volume total dessas células, sendo que, aos
106 dias, observou-se (P<0,05) menor propor¢do de nlcleo e maior propor¢ado
de citoplasma nessas células. O didmetro nuclear das ovogonias foi maior
(P<0,05) a partir dos 80 dias de gestagdo. Quanto aos foliculos primordiais
maiores diametro e volume folicular, bem como maior diametro celular e
nuclear de seus odcitos foram observados (P<0,05) aos 80 e 106 dias de
gestacdo. Na Figura 3 sdo ilustradas as estruturas histoldgicas dos ovarios dos
fetos suinos nas diferentes idades gestacionais.O peso das gbnadas, o numero
total de foliculos, a porcentagem de foliculos em crescimento, o volume total das
ovogodnias, a propor¢do de citoplasma das ovogonias e didmetro de nucleo das

ovogdnias foram positivamente correlacionados (P<0,03) com 0 peso e
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comprimento dos fetos e com os perimetros cefalico e toracico (Tabela 4).
Correlagdes negativas (P<0,03) entre o indice gonadossomatico, nimero total de
ovogonias e porcentagem de nucleo das ovogbnias com o peso e as medidas
fetais foram observadas.

Com relacdo aos foliculos em seus diferentes estadgios de
desenvolvimento, houve correlacdes positivas (P<0,01) entre o didmetro total
dos foliculos primordiais, didmetro do odcito e didmetro do nicleo do odcito
desses foliculos com o peso as medidas fetais. Também houve correlagdes
positivas (P<0,01) entre o diametro e volume dos foliculos em crescimento bem
como diametro celular e nuclear de seus 06citos com 0 peso e as medidas fetais.

N&o houve correlagdes (P>0,05) entre 0 peso e as medidas fetais com a

proporcao e volume dos foliculos primordiais.

4. Discussao

4.1. Avaliagdo gonadal em fetos suinos machos

A descrigdo do desenvolvimento histoldgico gonadal em fetos suinos e
sua relagdo com o tamanho fetal em diferentes idades gestacionais é importante
na tentativa de se estimar a qualidade de um reprodutor ainda em sua vida in
utero. Além disso, o conhecimento do periodo de maior desenvolvimento
gestacional das células germinativas e demais estruturas celulares que compde o0
eixo reprodutivo no feto se faz necessario para assegurar as condi¢des ideais a

fémea gestante que garantam a boa qualidade reprodutiva da prole [3,4].
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No presente trabalho, o maior desenvolvimento testicular, com maior
proliferagdo das células de Sertoli ocorreu no terco final da gestacdo quando
comparado ao ter¢co médio, resultado similar ao observado por McCoard et al.
[29]. Entretanto, Van Vorstenbosch et al. [30] observaram em suinos maior
proliferacdo das células de Sertoli entre 35 e 52 dias p6s—coito, seguido de um
aumento gradual até o nascimento e por uma ligeira diminuicdo ap0Os esse
periodo. Esse resultado demonstra que o periodo de maior proliferacdo das
células de Sertoli ocorre durante o periodo gestacional.

Segundo Van Vorstenbosch et al. [31], o desenvolvimento tanto das
células de Sertoli quanto das células de Leydig até 60 dias pds coito em suinos é
independente da hipdfise, diferente do que ocorre no periodo de 70 dias em
diante. Resultados semelhantes foram observados por Colenbrander et al. [32],
0s quais observaram menor proliferacdo das células de Leydig e menor
desenvolvimento histologico testicular em fetos suinos decaptados (sem
influéncia da hipofise). Nesse caso, a diferenca entre os periodos gestacionais de
maior desenvolvimento das células de Sertoli observada entre diferentes estudos
[29, 31, 32] pode estar relacionado as condi¢fes de ambiente e a presencga de
fatores externos que interferem no eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada.

Durante a vida fetal, as células de Sertoli sdo importantes para o
desenvolvimento dos corddes seminiferos, o que justifica, no presente estudo, o
maior comprimento cordonal observado aos 106 dias de gestacdo. No animal
adulto, o nimero de células de Sertoli é o principal determinante para o peso dos
testiculos, ja que cada célula de Sertoli pode suportar um nimero limitado de
células germinativas [33]. Além disso, as células de Sertoli sdo importantes para
a manutencgdo dos gondcitos e também para a formacéo dos espermatozdides na
vida adulta. Nesse caso, a maior proliferacéo das células de Sertoli no feto pode

estar diretamente relacionada com a qualidade dos reprodutores [34]. Com isso,
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a avaliacdo do desenvolvimento dessas células durante a vida fetal torna-se
importante para a predi¢do da producdo espermatica do animal adulto.

No presente estudo, correlacBes importantes entre as caracteristicas
histol6gicas das génadas e o peso e as medidas fetais foram identificadas. Forte
correlacdo positiva foi observada entre o nimero total de células de Sertoli e o
comprimento dos tbulos seminiferos com as caracteristicas anatdmicas fetais. O
desenvolvimento histol6gico dos testiculos esté relacionada a maior producéo e
liberacdo de testosterona pelas células de Leydig. Sabe-se que esse hormdnio
também esté relacionado ao desenvolvimento corporal dos animais [35, 36], 0
gue explica o fato dos fetos machos normalmente se desenvolverem mais do que
as fémeas [37]. Do ponto de vista reprodutivo, os resultados do presente estudo
sugerem que a estimativa das medidas fetais in vivo pode representar também
maior quantidade de células de Sertoli e maior desenvolvimento dos tdbulos
seminiferos, proporcionando a formagdo de um animal com maior potencial
reprodutivo na vida adulta.

Correlagdes negativas também foram observadas, tais como do indice
gonadossomatico e proporcdo de compartimento tubular nos testiculos com o
peso e as medidas fetais. O indice gonadossomatico representa a porcentagem
das gdnadas em relacio ao restante do corpo. A medida em que o feto cresce, a
porcentagem em que o testiculo representa em relagdo ao corpo diminui. Esse
resultado também pode ser observado em outros estudos [31, 32]. Por outro
lado, a reducdo da porcentagem de compartimento tubular & medida em que o
feto se desenvolve pode ser explicada pelo aumento do compartimento
intertubular nesse periodo. De acordo com Orth [38], 0o aumento do
compartimento intertubular no periodo fetal é necessario para sustentar o
parénquima testicular poés-natal, ocupado nesse periodo em 70 a 90% pelo

compartimento tubular.
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4.2. Avaliacdo gonadal em fetos suinos fémeas

Diferentemente do que ocorre com os testiculos, em que se observa um
crescimento exponencial durante a gestacdo, 0s ovarios ndo apresentam um
periodo gestaciona de maior desenvolvimento. Embora tenha sido detectada
diferencas significativas entre as diferentes idades gestacionais, o crescimento
ovariano assumiu um comportamento linear.

Pela andlise histdlogica, aos 50 dias de gestacdo foi possivel observar
gue as ovogdnias estavam mais concentradas na regido cortical do ovario,
dispostas em nichos e em maior nimero quando comparado com as outras
idades gestacionais avaliadas. A partir dos 80 dias, os nichos comegcavam a se
desfazer e maior nimero de foliculos primordiais pode ser observado, como
também relatado por Gondos et al. [39]. O nimero de ovog6nias diminuiu com o
avancar da gestacdo, principalmente no terco final da gestacdo, o que também
foi descrito em bovinos [40], humanos [41] e equinos [42]. Além da diminuicdo
das ovogobnias em detrimento da formacdo dos foliculos primordiais, pode-se
também ressaltar como visto em outros estudos, a hipétese de que essa
diminuigdo esteja relacionada a reducdo da atividade mitdtica dessas ovogobnias
com o avancar da gestacao e possivel inicio de apoptose celular [43]. O diametro
nuclear e o volume total das ovogdnias aumentou a partir dos 80 dias de
gestagdo até serem transformadas em o6citos [44, 45].

Os foliculos primordiais foram visualizados em todas as idades
gestacionais avaliadas, porém, houve significativa redugdo no terco final da
gestacdo. Segundo Motta & Makabe [46], os foliculos primordiais e ovocitos em
diversas espécies de mamiferos sofrem reducdo em seu nimero a partir da
segunda metade da gestacdo. Isso ocorre devido aos mecanismos de apoptose
celular e atresia folicular [45,47,48].

O volume total dos foliculos primordiais bem como o didmetro do odcito

e do seu ndcleo foram maiores aos 80 e 106 dias de gestacdo quando ao
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comparado com os 50 dias. Em bovinos, Diniz et al. [27] observaram que,
embora o didmetro dos foliculos primordiais tenham aumentado a partir de 100
dias de gestacdo, os mesmos diminuiram proximo ao final desse periodo. A
possivel explicacdo para essa diminuicdo em bovinos é que os foliculos
primordiais restantes aos 240 dias de gestacdo provavelmente sdo aqueles em
estadio dictioteno e que permanecem no ovario apos o nascimento, compondo a
populagdo de foliculos primordiais da fémea até a puberdade, como sugerido por
Noden e Lahunta [49] Sendo assim, pode ser que em suinos esse processo
aconteca da mesma forma e que, os foliculos, aumentam de tamanho até uma
idade da gestacdo porém, posteriormente, reduzem de tamanho durante o
processo de apoptose, antes do término da gestagéo.

Na maioria dos mamiferos e inclusive nos seres humanos [50] a
formacdo dos foliculos se inicia na vida fetal, sendo detectados foliculos
primordiais, primarios e secundarios em diferentes idades gestacionais [51, 52].
A partir desses estudos, nota-se que a maioria dos ovocitos em foliculos
primordiais ainda estdo na fase de dipléteno da préfase | da meiose e que sdo
ativados a partir do final da gestacdo [53]. A visualizacdo de foliculos em
crescimento somente aos 106 dias de gestacdo no presente estudo sugere que a
ativacdo desses foliculos na espécie suina também se inicie no terco final da
gestacéo.

Sabe-se que o desenvolvimento folicular durante a vida fetal €
dependente de horménios e que o padrdo de concentragdo de estradiol durante a
gestacdo pode estar envolvido na regulacdo da ativagdo do foliculo primério e
crescimento do foliculo primordial [54]. De acordo com Kezele e Skinner [55] e
Chen et al. [56], o estradiol, juntamente com a progesterona, tém efeito inibitério
sobre o desenvolvimento folicular. Somente ap06s a reducdo desses hormonios,
aos 90 dias de gestacdo na vaca, comecam a aparecer os primeiros foliculos

primarios [54]. Além de regularem o desenvolvimento dos foliculos presentes
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nas gbnadas, o estradiol e a progesterona também participam da regula¢do do
crescimento corporal dos fetos [57]. Dessa forma, supde-se que exista uma
associacdo entre o desenvolvimento histolégico gonadal e o crescimento
corporal dos fetos.

De fato, observou-se que ndo s6 o peso dos ovarios, mas também o
numero total de foliculos e o numero de foliculos em crescimento foram
positivamente correlacionados com as medidas fetais. Assim como ocorre em
machos, a medida que a gestagdo avanca, 0s ovarios também se desenvolvem,
aumentando de tamanho e peso. Além disso, o indice gonadossomatico também
correlacionou-se de forma negativa com peso e as medidas fetais. As correlagoes
negativas apresentadas com o nimero de ovogbnias podem ser explicadas pela
reducao dessas estruturas ao longo da gestacéo.

Correlagdes positivas entre o diametro dos foliculos primordiais e em
crescimento e também dimensfes do odcito foram observadas com o peso e as
medidas fetais, ou seja, quanto maior o peso e o tamanho dos fetos, maior a
atividade reprodutiva das gonadas. Nesse caso, sabendo que o desenvolvimento
fetal esta fortemente relacionado com o desenvolvimento gonadal, a estimativa
das medidas fetais in vivo nas fémeas também poderia auxiliar na selecdo dos
futuros reprodutores [58].

Os resultados encontrados no presente estudo contribui para melhor
compreensdo do desenvolvimento histoldgico das gbdnadas fetais além de
conseguir prever a idade gestacional de maior desenvolvimento gonadal em
suinos. Essas informagdes podem auxiliar estudos com uso de substancias que
influenciem o desenvolvimento gonadal durante o periodo gestacional, visando
melhorar as caracteristicas reprodutivas dos futuros reprodutores. Além disso, a
possibilidade de avaliar a caracteristica reprodutiva de um feto a partir da

estimativa do desenvolvimento gonadal é de extrema relevancia, visto que, se
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tratando de um animal de producéo, prever a capacidade reprodutiva ainda no
Gtero ajudaria na selecdo dos futuros reprodutores.

5. Concluséo
A proliferacdo celular no testiculo e ovario sdo mais acentuadas no terco
final da gestacdo. O peso e tamanho fetal estdo fortemente relacionados ao

desenvolvimento histoldgico gonadal, tanto nos machos quanto nas fémeas.

Referéncias
[1] Jie-ge W, Da-Gan M, Xiu-Cheng C. Effect of Heat Stress on sow
Reproductive Performance. Journal of Animal Science and Veterinary Medicine
2007;1:017.

[2] Jalali M, Hemadi M, Saki G, Sarkaki A. Study of spermatogenesis fetal testis
exposed noise stress during and after natal period in rat. Pakistan journal of
biological sciences 2013;16(19):1010-25.

[3] Durlej M, Knapczyk-Stwora K, Slomczynska M. Prenatal and neonatal
flutamide administration increases proliferation and reduces apoptosis in large
antral follicles of adult pigs. Animal Reproduction Science 2012;132(1-2):58-65.

[4] Hejmej A, Kopera |, Kotula-Balak M, Lydka M, Lenartowicz M, Bilinska B.
Are expression and localization of tight and adherens junction proteins in testes
of adult boar affected by foetal and neonatal exposure to flutamide?
International Journal of Andrology 2012;35(3):340-52.

[5] Bielli A, Perez R, Pedrana G, Milton JTB, Lopez A, Blackberry MA,

Duncombe G, Rodriguez-Martinez H, Martin GB. Low maternal nutrition



59

during pregnancy reduces the number of Sertoli cells in the newborn lamb.
Reproduction, fertility, and development 2002;14(5-6): 333-37.

[6] Connolly F, Rae MT, Bittner L, Hogg K, McNeilly AS, Duncan WC. Excess
androgens in utero alters fetal testis development. Endocrinology 2013;
154(5):1921-33.

[7] Marco-Jiménez F, Naturil-Alfonso C, Jiménez-Trigos E, Garcia-Diego F,
Lavara R, Vicente JS. Foetal and postnatal exposure to high temperatures alter
growth pattern but do not modify reproductive function in male rabbits.
International journal of hyperthermia : the official journal of European Society
for Hyperthermic Oncology, North American Hyperthermia Group
2014;30(2):86-95.

[8] Rae MT, Rhind SM, Fowler PA, Miller DW, Kyle CE, Brooks AN. Effect of
maternal undernutrition on fetal testicular steroidogenesis during the CNS
androgen-responsive  period in male sheep fetuses. Reproduction
2002;124(1):33-39.

[9] Ibafez L, Ferrer A, Marcos MV, Hierro FR, de Zegher F. Early puberty:
rapid progression and reduced final height in girls with low birth weight.
Pediatrics 2000; 106(5):72a

[10] Ibafiez L, Potau N, Enriquez G, de Zegher F. Reduced uterine and ovarian
size in adolescent girls born small for gestational age. Pediatric Research 2000;
47(5):575-77b



60

[11] Brooks AN, Thomas GB. Ontogeny and function of the pituitary-gonadal
axis during fetal development in sheep. Reproduction in Domestic Animals
1995; 30(4):158-162

[12] Da Silva-Buttkus P, van den Hurk R, te Velde ER, Taverne MA. Ovarian
development in intrauterine growth-retarded and normally developed piglets
originating from the same litter. Reproduction 2003; 126(2):249-58.

[13] Maclusky NJ, Naftolin F. Sexual differentiation of the central nervous
system. Science 1981;211(4488):1294-1303.

[14] Erhard HW, Boissy A, Rae MT, Rhind SM. Effects of prenatal
undernutrition on emotional reactivity and cognitive flexibility in adult sheep.
Behavioural Brain Research 2004;151(1-2):25-35.

[15] Pieroni PMRL. Estimativa do peso de fetos suinos por meio do exame
ultrassonogréfico. 2013. 52 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias)

— Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais. 2013.

[16] Rostagno. H. S. et al. Brazilian tables for poultry and swine: Composition
of feedstuffs and nutritional requirements. 3 ed. Vigosa: Universidade Federal
de Vicosa; 2011.

[17] MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n°
711 de 1° de novembro de 1995. Aprovacdo das normas técnicas de instalacGes e
equipamentos para abate e industrializagdo de suinos. Brasilia: Diario Oficial da
Unido, 1995.



61

[18] Okere C, Hacker RR, Werchola G. Regulationships between serum IGF-I
concentrations and piglet development or neonatal viability following porcine
somatotropin (pST) and insulin administration to gestating gilts. Theriogenology
1997;47(7):1403-12.

[19] Straaten HWMV, Wensing CJG. Leydig cell development in the testis of
the pig. Biology of Reproduction 1978;18(1):86-93.

[20] Franga LR, Suescun MO, Miranda JR, Giovambattista A, Perello M,
Spinedi E, Calandra RS. Testis structure and function in a nongenetic
hyperadipose rat model at prepubertal and adult ages. Endocrinology
2006;147(3):1556-63.

[21] Balarini MK, de Paula TA, da Matta SL, Peixoto JV, Guido-Leite FL, Rossi
Junior JL, Czermak Junior AC, Walker NJ. Stages and duration of the cycle of
the seminiferous epithelium in oncilla (Leopardus tigrinus, Schreber, 1775).
Theriogenology 2012;77(5):873-80.

[22] Attal J, Courot M. Développment testiculaire et établissement de la
spermatogénese chez le taureau. Annales de biologie animale, biochimie,
biophysique 1963;3(3):219-41.

[23] Dorts VJ, Sajonski H. Morphometrische untersuchunchen am
tubulussystem des schweinehodens wahrend der postnatalen entwicklug.
Monatsh Veterinaer Med 1974; 29(17):650-52.

[24] Franga LR. Andlise morfofuncional da espermatogénese de suinos adultos
da raca Piau. Belo Horizonte. UFMG, 1991, 180p. Tese (Doutorado em



62

Morfologia). Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas
Gerais, 1991.

[25] Abercrombie M. Estimation of nuclear population from microtome
sections. The Anatomical record 1946, 94: 239-47.

[26] Amann RP. Reproductive capacity of dairy bulls: Ill. The effect of
ejaculation frequency, unilateral vasectomy, and age on spermatogenesis. The

American journal of anatomy 1962, 110: 49-67.

[27] Diniz EG, Esper CR, Jacomini JO, Vieira RC. Desenvolvimento
morfoldgico dos ovarios em embrides e fetos bovinos da raga Nelore. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia 2005; 57(1):70-6.

[28] Junqueira LCU, Carneiro J. Aparelho Reprodutor Feminino. Histologia
béasica-texto e atlas. 11a ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 2008.

[29] McCoard SA, Wise TH, Lunstra DD, Ford JJ. Stereological evaluation of
Sertoli cell ontogeny during fetal and neonatal life in two diverse breeds of
swine. The Journal of Endocrinology 2003;178(3):395-403.

[30] Van Vorstenbosch CJ, Spek E, Colenbrander B, Wensing CJ. Sertoli Cell
development of pig testis in the fetal and neonatal period. Biology of
Reproduction 1984;31(3):565-77.

[31] Van Vorstenbosch C J, Colenbrander B, Wensing CJ. Leydig cell
development of pig testis in the early fetal period: an ultrastructural
study. American Journal of Anatomy 1982;165(3):305-18.



63

[32] Colenbrander B, van Rossum-Kok CM, van Straaten HW, Wensing CJ. The
effect of fetal decapitation on the testis and other endocrine organs in the
pig. Biology of reproduction 1979, 20(2):198-204.

[33] Franca LR, Russel LD. The testis of domestic animals. In: MARTINEZ-
GARCIA, F.; REGADERA, J. (Eds.) Male reproduction: a multidisciplinary
overview 1998:198-2109.

[34] Petersen C, Soder O. The sertolli cell — A hormonal target and “super”
nurse for germ cells that determines testicular size. Hormone Research 2006,
66:153-61.

[35] Gray JM, Nunez AA, Siegel LI, Wade GN. Effects of testosterone on body
weight and adipose tissue: role of aromatization. Physicology e Behavior
1979:23(3):465-9.

[37] Guimardes GC, Betarelli RP, Zangeronimo MG, Abreu MLT, Almeida
FCCL, Rosa MCB, Ferreira LG, Alves LA, Assis CK, Lopes GC.
Vasculaization of broad ligament of uterus and its relationship with fetal and

placental development in gilts. Theriogenology 2014:82:232-7.

[38] Orth JM. Proliferation of Sertoli cells in fetal and postnatal rats: a
guantitative autoradiographic study. Anatomical Record 1982;203(4):485-92.

[39] Gondos B, Bhiraleus P, Hobel CJ. Ultrastructural observations on germ
cells in human fetal ovaries. American Journal of Obstetrics & Gynecology
1971, 110 (5): 644-52.



64

[40] Erickson, BH. Development and radio-response of the prenatal bovine
ovary. Journal of Reproduction and Fertility 1966;10:97-105.

[41] Fujimoto T, Yukihiko M, Masatoshi F. The origin, migration and fine
morphology of human primordial germ cells. The Anatomical Record
1977;188(3):315-29.

[42] Naves CS, Vieira RC, Diniz EG, Jacomini JO, Belleti ME, Oliveira RC.
Morphological development of ovaries in fetuses of cross-breed equines. Ciéncia
Rural 2008;38(2):416-22.

[43] Coucouvanis EC, Sherwood SW, Carswell-Crumpton C, Spack EG, Jones
PP. Evidence that the mechanism of prenatal germ cell in the mouse is
apoptosis. Experimental cell research 1993:209(2):238-47.

[44] Mackay S. Gonadal development in mammals at the cellular and molecular
levels. International Review of Cytology 2000;200(53):47-99.

[45] Mclaren A. Germ and somatic cell lineages in fine developing gonad.
Molecular and Cellular Endocrinology 2000;163(1-2):3-9.

[46] Motta PM, Makabe S. Germ cells in the ovarian surface during fetal
development in humans. A three dimensional microanatomical study by
scanning and transmission electron microscopy. Journal of submicroscopic
cytology 1986;18(2):271-6.



65

[47] Peters H. Migration of gonocytes in to mammalian gonad and their
differentiation. Philosophical transactions of the Royal Society of London.
Series B, Biological sciences 1970;259(828):91-101.

[48] Packer C, Tatar M, Collins A. Reproductive cessation in female
mammals. Nature 1998; 392(6678): 807-11.

[49] Noden DM, De Lahunta A. Embriologia de los animales

domésticos. Zaragoza: Acribia , 1990.

[50] Van Den Hurk R, Zhao J. Formation of mammalian oocytes and their
growth, diferentiation and maturation within ovarian follicles. Theriogenology
2005;63(6):1717-51.

[51] McNatty KP, Smith P, Hudson NL, Heath DA, Tisdall DJ, O WS, Braw-Tal
R. Development of the sheep ovary during fetal and early neonatal life and the
effect of fecundity genes. Journal of reproduction and fertility 1995;49:123-135.

[52] Russe I. Oogenesis in cattle and sheep. Bibliotheca anatomica 1983;24:77—
92.

[53] Baker TG, Franchi LL. The fine structure of chromosomes in bovine

primordial oocytes. Journal of reproduction and fertility 1967;14(3):511-13.

[54] Yang MY, Fortune JE. The capacity of primordial follicles in fetal bovine
ovaries to initiate growth in vitro develops during mid-gestation and is
associated with meiotic arrest of oocytes. Biology of Reproduction
2008;78(6):1153-61.



66

[55] Kezele P, Skinner MK. Regulation of ovarian primordial follicle assembly
and development by estrogen and progesterone: endocrine model of follicle
assembly. Endocrinology 2003;144(8):3329-37.

[56] Chen Y, Jefferson WN, Newbold RR, Padilla-Banks E, Pepling ME.
Estradiol, progesterone, and genistein inhibit oocyte nest breakdown and
primordial follicle assembly in the neonatal mouse ovary in vitro and in vivo.
Endocrinology 2007;148(8):3580-90.

[57] Freitas ESD. Proliferacdo, apoptose e morfometria do utero e da placenta de
ratas hipertirdides na gestacdo e no pospartos associadas ao desenvolvimento
fetal. 2006. 72p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) -
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2006.

[58] Wolf A, Gabaldi SH. Ultra-sonographic accompaniment of gestation in
large animals — part Il. Ciéncias Agréria e Salde 2002;2(2):84-9.



67

Tabela 1 — Caracteristicas histologicas de testiculos de fetos suinos machos (n=21) em diferentes idades gestacionais

(média £ desvio padréo).

Idade Gestacional

Variavel - - ;
50 dias 80 dias 106 dias

Diametro cordonal, um 44,7 + 3,3 52,7+ 3,6 46,0 + 6,8
Comprimento cordonal total, m 0,77 £ 0,122 2,69 + 0,622 7,77 +2,93
Compartimento tubular, % 33,3+5,8 279+ 3,6 24,7 +5,6
Células de Sertoli

Numero total de células/testiculo 2,02 +0,30° 9,95 + 2,45° 26,47 +10,31°

Numero de células/g de testiculo 138,3+ 24,7 232,1+68,6 150,6 + 85,0

Volume nuclear, pm® 29,1 +15° 23,9+2,0° 214 +24°

2P Médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem pelo teste SNK (P<0,05)
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Tabela 2. Valores de correlacdo de Pearson (R?) e seus valores de probabilidade (P) entre o peso e as medidas fetais e

caracteristicas histoldgicas dos testiculos de fetos suinos (n=21).

Peso do feto

Comprimento

Perimetro cefalico

Perimetro toracico

Variaveis feto
R? P R? P R? P R? P
Peso das gbnadas 0,96 <0,01 0,88 <0,01 0,83 <0,01 0,86 <0,01
indice gonadossomético -0,50 0,07 -0,69 0,01 -0,73 <0,01 -0,71 <0,01
Testiculo
Diametro cordonal -0,06 0,85 0,12 0,68 0,24 0,40 0,12 0,69
Comprimento cordonal 0,85 <0,01 0,83 <0,01 0,84 <0,01 0,80 <0,01
Compartimento tubular (%) -0,65 0,01 -0,67 0,01 -0,60 0,02 -0,69 0,01
Células de Sertoli
Numero total 0,85 <0,01 0,84 <0,01 0,86 <0,01 0,81 <0,01
Células/g de testiculo -0,10 0,73 0,07 0,82 0,19 0,51 0,05 0,86
Volume Nuclear, pm® -0,85 <0,01 -0,91 <0,01 -0,87 <0,01 -0,91 <0,01
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Tabela 3. Caracteristicas histoldgicas dos ovarios de fetos suinos (n=23) em diferentes idades gestacionais (média +

desvio padréo).

Idade gestacional

Variavel 50 d 80 d 106 d
Foliculos
Ndmero total, por mm?® 2500 + 2750° 131250 + 49500° 140000 + 33500°
Foliculos primordiais, % 100,0 + 0,0° 100,0 + 0,0° 62,1+ 22,8°
Foliculos em crescimento, % - - 37,9+228
Ovogonia
Numero total, por mm? 389250 + 164500° 129000 + 49500° 17000 + 27000?
Volume total, pm3 626 + 278° 1933 + 327" 2631 + 808°
Ntcleo, % 49,0 +6,4° 51,1 +4,0° 419 + 3,8
Citoplasma, % 51,0 + 6,4° 48,9 + 4,0° 58,1 + 3,8b
Diametro nuclear, pm 8,47 + 0,78 12,32 +0,58° 12,66 + 1,06°
Foliculos primordiais
Diametro total, pm 12,1 +11,5° 28,2 +2,0° 272+16°
Volume total, um3 2.980 + 3.321° 26.433 + 39.760" 10.568 + 1.832°
Diametro do odcito, um 11,5+11,0° 26,4 +2,0° 27,1+16°
Diametro do nlcleo do odcito, pm 5,3 +5,2° 14,8 +0,9° 14,0 +1,4°
Foliculos em crescimento
Diametro total, um - - 37,7+28
Volume total, um® - - 28.478 + 5.825
Diémetro do odcito, pm - - 33,9+3,2
Didmetro do nucleo do odcito, pm - - 150+1,3

P& Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste SNK (P<0,05)
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Tabela 4. Valores de correlacdo de Pearson (R?) e seus valores de probabilidade (P) entre as medidas fetais e o peso e
caracteristicas histologicas dos ovarios de fetos suinos.

Variavel Peso do feto Comprimento do feto  Perimetro cefalico  Perimetro toracico
R’ P R’ P R’ P R’ P
Peso das gbnadas 0,77 <0,01 0,78 <0,01 0,80 <0,01 0,79 <0,01
indice gonadossomético -0,79 <0,01 -0,88 <0,01 -0,89 <0,01 -0,88 <0,01
Foliculos
NUmero total 0,67 <0,01 0,78 <0,01 0,80 <0,01 0,78 <0,01
Foliculos primordiais, % -0,27 0,21 -0,12 0,59 -0,12 0,59 -0,13 0,55
Foliculos em crescimento, % 0,83 <0,01 0,71 <0,01 0,69 <0,01 0,70 <0,01
Ovogobnia
NUmero total -0,79 <0,01 -0,85 <0,01 -0,85 <0,01 -0,85 <0,01
Volume total 0,79 <0,01 0,86 <0,01 0,87 <0,01 0,84 <0,01
Ndcleo, % -0,57 <0,01 -0,48 0,02 -0,46 0,03 -0,45 0,03
Citoplasma, % 0,57 <0,01 0,48 0,02 0,46 0,03 0,45 0,03
Diametro nuclear 0,75 <0,01 0,87 <0,01 0,88 <0,01 0,86 <0,01
Foliculos primordiais
Diametro total, pm 0,57 <0,01 0,67 <0,01 0,69 <0,01 0,68 <0,01
Volume total, pm® 0,11 0,63 0,20 0,37 0,16 0,46 0,21 0,35
Diametro do odcito, um 0,63 <0,01 0,71 <0,01 0,73 <0,01 0,72 <0,01
Diémetro do nucleo do odcito, um 0,62  <0,01 0,73 <0,01 0,74 <0,01 0,73 <0,01
Foliculos em crescimento
Diametro total, pm 091 <0,01 0,82 <0,01 0,81 <0,01 0,81 <0,01
Volume total, pm® 0,89 <0,01 0,80 <0,01 0,79 <0,01 0,79 <0,01
Diametro do odcito, um 0,91 <0,01 0,82 <0,01 0,81 <0,01 0,81 <0,01

Diametro do nucleo do oécito, um 0,92  <0,01 0,81 <0,01 0,80 <0,01 0,81 <0,01
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Figura 1. Peso das gbnadas (médias + desvio padrdo) de fetos suinos machos e
fémeas em diferentes idades gestacionais. Diferentes letras mailsculas
para ovarios e minusculas para testiculos indicam diferencas pelo teste
SNK (P<0,05).
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Figura 2. Parénquima testicular de fetos suinos aos 50 (A), 80 (B) e 106 (C) dias de gestagdo. As células de Sertoli estéo
indicadas pelas setas.
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Figura 3. Analise histoldgica de ovario fetal suino aos 50 (A), 80 (B) e 106 (C) dias de gestacdo. Na figura A as setas
indicam as ovogonias. Na figura B as setas apontam os foliculos primordiais, com uma camada de células
achatadas circulando o odcito. Na figura C as setas indicam os foliculos em crescimento com mais de uma
camada de células cubicas envolta do odcito.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlise de variancia para peso dos testiculos de fetos suinos em
diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias). Opcdo de
transformacéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagao liberdade quadrados médio
Idade 2 442,640372 221,320186 127,618 <0,0001
Erro 11 19,076636 1,734240

CV (%) = 12,22

Anexo 2. Andlise de variancia para peso dos testiculos de fetos suinos em
diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

- . . F Pr>Fc
variagédo liberdade  quadrados medio ¢
Idade 2 180,927386 90,463693 4,232 0,0433
Erro 11 235,152900 21,377536

CV (%) = 9,65

Anexo 3. Andlise de variancia para comprimento cordonal em testiculos de
fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).
Opcéo de transformacgéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

>
variagdo liberdade  quadrados médio Fe ProFe
Idade 2 7,861202  3,930601 47,232 <0,0001
Erro 11 0,915407  0,083219

CV (%) = 17,15
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Anexo 4. Anadlise de variancia para porcentagem de compartimento tubular em
testiculos de fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e

106 dias).
Fon_te (~Jle _Grau de Soma de Quaf:Ir_ado Fe Pr>Fe
variacao liberdade  quadrados médio
Idade 2 169,028005 84,514002 3,293 0,0757
Erro 11 282,333995 25,666727

CV (%) = 17,52

Anexo 5. Andlise de variancia para numero total de células de Sertoli em
testiculos de fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e

106 dias). Opcéo de transformagéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagdo liberdade  quadrados meédio
Idade 2 29,821135 14,910568 49,081 <0,0001
Erro 11 3,341740  0,303795

CV (%) = 17,91

Anexo 6. Analise de variancia para numero de células de Sertoli por grama de
testiculo de fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e

106 dias). Opcéo de transformagéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagdo liberdade  quadrados médio
Idade 2 34,910281 17,455141 3,695 0,0592
Erro 11 51,965667  4,724152

CV (%) = 16,72
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Anexo 7. Andlise de varidncia para volume nuclear das células de Sertoli de
fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

>
variacao liberdade  quadrados médio Fe ProFe
Idade 2 140,905371 70,452686 18,347 0,0003
Erro 11 42,241200  3,840109

CV (%) =7,83

Anexo 8. Anadlise de varidncia para peso das génadas de fetos suinos fémeas
em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias). Op¢do de
transformacéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

variagdo liberdade  quadrados meédio Fe ProFe
Idade 2 93,769654  46,884827 26,588 <0,0001
Erro 20 35,267802  1,763390

CV (%) = 17,09

Anexo 9. Analise de variancia para nimero total de foliculos em fetos suinos
fémeas em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias). Opcéo
de transformac&o = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

- . . F Pr>F
variagédo liberdade  quadrados medio ¢ e
Idade 2 20,443305 10,221653 94,490 <0,0001
Erro 20 2,163545  0,108177

CV (%) = 19,52
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Anexo 10. Analise de variancia para porcentagem de foliculos primordiais em
fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fontede  Graude Soma de Quadrado

- . . Fc Pr>Fc
variacdo liberdade guadrados médio
Idade 2 5915,748422 2957,874211 3,208 0,0619
Erro 20 18439,552108 921,977605

CV (%) = 39,71

Anexo 11. Anélise de variancia para porcentagem de foliculos em crescimento
em fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).
Opcao de transformagéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagdo liberdade  quadrados meédio
Idade 2 191,553322 95,776661 72,188 <0,0001
Erro 20 26,535256  1,326763

CV (%) = 49,78

Anexo 12. Analise de variancia para namero total de ovogdnias em fetos suinos
em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias). Opcdo de
transformacéo = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

- . . F Pr>F
variagédo liberdade  quadrados medio ¢ e
Idade 2 44507824  22,253912 49,506 <0,0001
Erro 20 8,990417  0,449521

CV (%) = 32,52
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Anexo 13. Andlise de variancia para volume total das ovogbnias em fetos
suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias). Opcao
de transformacao = raiz quadrada.

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagdo  liberdade  quadrados medio
Idade 2 2810,180643 1405,090321 36,425 <0,0001
Erro 20 771,488948  38,574447

CV (%) = 15,28

Anexo 14. Andlise de variancia para porcentagem de nucleoem ovogonias de
fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
. . . Fc Pr>Fc
variagédo liberdade  quadrados médio
Idade 2 377,477322 188,738661 8,184 0,0025
Erro 20 461,257460 23,062873

CV (%) = 10,25

Anexo 15. Analise de variancia para porcentagem de citoplasma de ovogonias
de fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

- . . F Pr>F
variagédo liberdade  quadrados médio ¢ r=re
Idade 2 377,477322 188,738661 8,184 0,0025
Erro 20 461,257460 23,062873

CV (%) = 9,04
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Anexo 16. Andlise de variancia para didmetro nuclear de ovogonias de fetos
suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado

variacao liberdade  quadrados médio Fe ProFe
Idade 2 80,034067 40,017034 54,403 <0,0001
Erro 20 14,711229  0,735561

CV (%) = 7,60

Anexo 17. Andlise de variancia para diametro total dos foliculos primordiais de
fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagdo  liberdade  quadrados meédio
Idade 2 1179,424662 589,712331 13,973 0,0002
Erro 20 844,087486  42,204374

CV (%) = 28,40

Anexo 18. Anadlise de variancia para volume total dos foliculos primordiais de
fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50, 80 e 106 dias).
Opcao de transformagéo = raiz quadrada.

Fontede  Graude Soma de Quadrado

- . . Fc Pr>Fc
variacdo liberdade  quadrados médio
Idade 2 35515,532042 17757,766021 6,121 0,0084
Erro 20 58019,022715 2900,951136

CV (%) = 56,71
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Anexo 19. Andlise de variancia para diametro de odcito dos foliculos
primordiais de fetos suinos em diferentes idades gestacionais (50,

80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variacao liberdade guadrados médio
Idade 2 1143,348011 571,674006 14,708 0,0001
Erro 20 777,385771  38,869289

CV (%) = 28,14

Anexo 20. Analise de variancia para diametro do nlcleo dos odcitos dos
foliculos primordiais de fetos suinos em diferentes idades

gestacionais (50, 80 e 106 dias).

Fonte de Grau de Soma de Quadrado
- . . Fc Pr>Fc
variagédo liberdade  quadrados médio
Idade 2 404,878293 202,439146 21,919 <0,0001
Erro 20 184,716698  9,235835

CV (%) = 26,22



