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SILVA, Katia Cristina Fernandes. Estudo comparativo da recuperação de 
complexo cumulus oócito e da população de folículos pré-antrais entre fêmeas 
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. 2009. 103f. Dissertação (Mestrado em 
Ciência Animal) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

No método in vivo de aspiração folicular, fêmeas Bos taurus indicus produzem um 
maior número de oócitos em relação a fêmeas Bos taurus taurus. Considerando que 
os folículos pré-antrais representam cerca de 90% da reserva de folículos do ovário, 
uma provável explicação para esta diferença seria uma maior população folicular
para fêmeas indicus. O objetivo deste trabalho foi comparar a população de folículos 
pré-antrais e a produção de oócitos de fêmeas Bos taurus indicus e Bos taurus 
taurus. Considerando-se a importância da foliculogênese para estudo da população 
folicular pré-antral e para a obtenção de oócitos, são discutidas novas teorias, como 
a renovação folicular pós-natal e a epigenética na origem e crescimento dos 
gametas femininos. Para a comparação da produção in vivo de oócitos, foram 
analisadas 5.407 aspirações foliculares. Obteve-se 90.086 oócitos de vacas Gir (Bos 
indicus), Holandesa (Bos taurus), 3/4 Holandesa x 1/4 Gir (taurus x indicus) e 1/2 
Holandesa x 1/2 Gir (taurus x indicus). O número médio de oócitos totais e viáveis 
por procedimento foi 17,1±4,4 e 12,1±3,8 para vacas Gir (n=3.778), 11,4±3,9 e 
8,0±2,6 para Holandesa (n=1.138), 20,4±5,8 e 16,8±5,0 para 3/4 Girolando (n=267), 
e 31,4±5,6 e 24,3±4,7 para 1/2 Girolando (n=224, p<0,01). Fêmeas indicus
produziram mais oócitos do que fêmeas taurus, mas fêmeas1/2 sangue taurus x 
indicus apresentaram a média mais elevada. A partir destes dados de produção de 
oócitos, fez-se uma comparação entre a população de folículos pré-antrais de 
fêmeas Bos indicus (Nelore) e Bos taurus (Aberdeen Angus). Ovários 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 histológico 
para contagem de folículos pré-antrais. Não houve diferença entre o número médio 
de folículos pré-antrais presente nos ovários de fêmeas Bos indicus e Bos taurus
(p>0,05). O número médio de folículos pré-antrais por ovário 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 folículos obtida por animal foi 
marcada por uma grande variação entre os indivíduos da mesma categoria e entre 
as raças.  Considerando todos os dados obtidos, demonstrou-se que a produção de 
oócitos de fêmeas Bos taurus foi inferior a de fêmeas Bos indicus. No entanto, o 
número médio de folículos pré-antrais por ovário de fêmeas Bos taurus e Bos indicus
foi semelhante.  Deve existir outra diferença na fisiologia reprodutiva de fêmeas Bos 
taurus e Bos indicus, excluindo-se a população folicular ovariana, que explique a alta 
produção de oócitos obtidos a partir de fêmeas Bos indicus. 

Palavras-chave: População Folicular; Folículos Pré-antrais; Oócitos; 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. 103f. Dissertação (Mestrado em Ciência 
Animal) – 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 1/2 
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), 20.4±5.8 and 16.8±5.0 for 3/4 Holstein-Gir (n=267), and 
31.4±5.6 and 24.3±4.7 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 INTRODUÇÃO

O Brasil é o primeiro país do mundo em número de embriões 

produzidos in vitro. Durante o ano de 2006, o Brasil foi responsável por mais de 2/3 

do total de embriões produzidos in vitro no mundo, aproximadamente 132.000 

embriões, e mais de 70.000 embriões foram gerados pelo método in vivo (Thibier, 

2007). Apesar do expressivo número de embriões obtidos por lavagem uterina, 

verifica-se uma clara tendência de continuidade ao aumento de embriões produzidos 

in vitro. No Brasil, a produção in vitro de embriões (PIV) é muitas vezes a primeira 

opção para a multiplicação de animais de interesse zootécnico e/ou comercial, e isto 

certamente tem correlação com o predomínio de animais zebu (Bos taurus indicus) 

no plantel brasileiro. Para fêmeas Nelore, a mais numerosa raça do Brasil, admite-se 

uma maior quantidade de embriões por procedimento com a PIV, quando 

comparada à coleta e transferência de embriões (Pontes et al., 2009). A valorização 

da raça Nelore, o grande número de laboratórios privados com domínio da PIV no 

Brasil e interesse de outros países em adquirir genética Bos indicus do Brasil 

justificam esse cenário (Nasser et al., 2008). Além disso, a elevada produção de 

oócitos obtida naturalmente a partir de fêmeas da raça Nelore certamente contribui 

para este cenário. 

Considerando outros aspectos reprodutivos, as divergências entre 

Bos taurus taurus (Bos taurus) e Bos taurus indicus (Bos indicus) não se  

apresentam tão discrepantes. Há diferenças moderadas entre o tamanho do trato 

reprodutivo e divergência folicular (Adayemo & Heath, 1980; Sartorelli et al., 2005). 

Quanto à obtenção de embriões pela lavagem uterina, as médias obtidas são 

similares (Castro-Neto et al., 2005). No entanto, quanto ao número de oócitos, 

fêmeas Nelore produzem, em média, 18 a 25 oócitos por sessão de aspiração 

folicular (Watanabe et al., 1999; Thibier, 2004; Rubin et al., 2004). Esta média de 

oócitos por sessão é maior comparada à produção obtida de vacas de raças taurinas 

(4-14 oócitos; Machado et al., 2003; Rubin et al., 2005; Martins Jr et al., 2007). 

Um aspecto bastante peculiar refere-se às fêmeas Bos indicus 

capazes de produzir centenas de oócitos em uma única aspiração folicular. Há 

relatos de 251 (Seneda et al., dados não publicados) e até 564 oócitos obtidos em 

um único procedimento de aspiração folicular (Santos et al., 2005). Para essas 
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fêmeas de extraordinária produção, a possibilidade de três ondas de crescimento 

folicular permitira a projeção de mais de 1.000 folículos recrutados em apenas um 

ciclo estral, o que certamente é algo inusitado. 

Os folículos ovarianos pré-antrais (FOPA) representam cerca de 

90% da população folicular (Saumande, 1991) e são responsáveis pela renovação 

contínua de folículos antrais no ovário (Guilbault et al., 1986). Uma estimativa de um 

trabalho clássico da população folicular ovariana em fêmeas Bos taurus cita o 

número de 200.000 folículos primordiais por ovário (Erickson, 1966). No entanto, 

considerando que mais de 99,9% dos folículos sofrem atresia (Carrol et al., 1990), 

principalmente na fase pré-antral, nota-se uma discrepância entre o total de folículos 

atribuídos a Bos taurus e os dados de oócitos obtidos in vivo de fêmeas Bos indicus

(Saumande, 1981; Driancourt et al., 1985; Figueiredo et al.,1995; Rubin et al., 2005). 

Uma hipótese para explicar esta discrepância seria uma quantidade 

muito maior de folículos pré-antrais em fêmeas Bos indicus. Os trabalhos sobre 

quantificação de folículos pré-antrais na espécie bovina são anteriores à grande 

expansão da PIV, situação em que veio à tona a elevada média de oócitos de 

fêmeas Bos indicus. No entanto, os dados da literatura não sinalizam claramente 

para uma quantidade muito maior às descrições anteriores, obtidas com Bos taurus 

(Lucci et al., 2002). 

A possibilidade de uma fase prolongada de multiplicação das 

oogônias em fêmeas Bos indicus também poderia ser considerada para explicar a 

diferença na produção de oócitos entre fêmeas Bos indicus e Bos taurus. Outra 

hipótese para justificar a alta quantidade de oócitos obtidos a partir de fêmeas Bos 

indicus seria uma menor taxa de atresia folicular em Bos indicus em relação a Bos 

taurus. Finalmente, poderia ser aventada a renovação das células germinativas na 

fase adulta (Johnson et al., 2004; 2005), embora as severas críticas a esta nova 

hipótese (Eggan et al., 2006; Liu et al., 2007).

Além do debate sobre a neo-foliculogênese, outro tema tem 

despertado grande interesse na revisão de conceitos clássicos da foliculogênese: 

trata-se da epigenética, campo da ciência em grande expansão e recentemente 

abordado na foliculogênese (Seneda et al., 2008). 

Estes novos conceitos no campo da fisiologia ovariana se mostram 

bastante pertinentes, pois no campo aplicado à diferença na produção de oócitos 

entre fêmeas Bos indicus e Bos taurus tem despertado a atenção dos grupos de 
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pesquisa, graças aos aspectos bastante definidos da produção de oócitos conforme 

o grau de sangue indicus de uma fêmea. 

Considerando estes aspectos citados, o objetivo central deste 

trabalho consistiu em relatar os novos conceitos em foliculogênese, comparar a 

população de folículos ovarianos pré-antrais e a produção de oócitos de fêmeas Bos 

indicus e Bos taurus.
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2 HIPÓTESE

A maior produção de oócitos de fêmeas Bos taurus indicus origina-

se de um maior número de folículos pré-antrais, estabelecidos no período fetal.
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a população folicular ovariana pré-antral e a produção de 

oócitos em fêmeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Rever conceitos clássicos e apresentar hipóteses inéditas em 

foliculogênese;

 Comparar a produção de complexo cumulus oócito obtidos in 

vivo entre fêmeas Bos taurus indicus, Bos taurus taurus e produtos do cruzamento 

taurus e indicus;

 Comparar a população de folículos ovarianos primordiais, 

primários e secundários em fetos e novilhas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, 

por histologia clássica.
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4 REVISÃO DE LITERATURA

4.1 O OVÁRIO MAMÍFERO

4.1.1 Aspectos Morfológicos e Estruturais do Ovário

O ovário é composto por uma região 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 túnica albugínea e 

o estroma ovariano (Murdoch, 1996). O ovário mamífero é um órgão complexo 

composto de vários tipos celulares: oócitos, células da granulosa, da teca, do 

estroma e do epitélio da superfície ovariana. Estes tipos celulares, presentes na 

região cortical do ovário, posteriormente se diferenciam em vários subtipos. Por 

exemplo, as células da granulosa diferenciam-se em células do cúmulus, murais ou 

luteais, enquanto que as células da teca desenvolvem-se em camadas internas e 

externas (Erickson & Shimasaki, 2003). 

A região cortical é composta por colágenos dos tipos I e III, 

fibroblastos, vasos sanguíneos, linfáticos e terminações nervosas (Hafez, 1995). Em 

animais que estão ciclando, são encontrados no córtex ovariano folículos ovarianos 

quiescentes, em desenvolvimento ou atresia, corpos lúteos, corpos álbicans e 

corpos hemorrágicos (Murdoch, 1996).

A região medular, localizada na porção mais interna do ovário, 

é constituída por tecido conjuntivo fibroblástico (fibroblastos, fibronectina e 

fibras colágenas do tipo I e III), nervos, vasos sangüíneos e linfáticos. É 

responsável pela nutrição e sustentação do ovário (Hafez, 1995).

O ovário desempenha duas importantes funções, uma exócrina ou 

gametogênica (produção e liberação de óvulos) e uma endócrina ou esteroidogênica 

(produção e liberação de hormônios esteróides e de peptídeos; Hafez, 1995). Essa 

dupla função é um processo interdependente, complementar e necessário para o 

sucesso da reprodução (Pineda, 1989). 
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A forma do ovário varia de acordo com a espécie e o estádio do ciclo 

estral (Pineda, 1989; Nunez, 1993; Hafez, 1995). Em bovinos, o ovário tem forma de 

amêndoa e o peso do ovário 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, 1995). O peso do ovário de vacas Bos indicus e o total de 

oócitos presentes apresentam correlação muito baixa (r=0,40; p<0,01; Fernandes et 

al., 2001).  

4.1.2 População Folicular Ovariana

Além da variação individual, vários fatores como espécie, raça 

(Cahill et al., 1979), genética (Erickson, 1966; Smith et al., 1994), idade,  níveis 

hormonais (Peters, 1976; Rüsse, 1983; Roy & Treacy, 1993) e  estado reprodutivo 

do animal (Erickson et al., 1976) podem influenciar a população e distribuição dos 

folículos ovarianos. Estima-se que a população folicular ovariana ao nascimento seja 

de aproximadamente 235.000 folículos na vaca, podendo variar de 0 a 720.000 

folículos por ovário (Betteridge et al., 1989). Em outras espécies, foram encontrados 

aproximadamente 160.000 folículos pré-antrais na ovelha (Driancourt et al., 1991), e

2.000.000 na mulher (Erickson, 1986).

4.2 OOGÊNESE E FOLICULOGÊNESE

Nas espécies domésticas, as fêmeas nascem com um estoque de 

oócitos, formado ainda no decorrer da vida fetal, como conseqüência de dois 

processos: a oogênese e a foliculogênese (Saumande, 1991). Em ruminantes, a 

oogênese pode ser definida como o desenvolvimento e a diferenciação das células 

germinativas primordiais da fêmea, culminado com a formação do oócito haplóide 

fecundado (Rüsse, 1983). A foliculogênese é um processo fisiológico que se inicia 

com a formação do folículo primordial e culmina com o estágio de folículo maduro, 

também conhecido como folículo de De Graaf ou pré-ovulatório (Saumande, 1981). 

O término da foliculogênese ocorre no momento da ovulação do folículo maduro, 
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enquanto a oogênese se encerra somente após a fecundação (Figueiredo et al., 

2002). 

Durante o desenvolvimento fetal, as células germinativas primordiais 

migram do saco vitelínico para as cristas gonadais, sofrem sucessivas mitoses 

originando as oogônias. Nesta etapa, células somáticas do mesonefron circundam 

as oogônias, formando os cordões corticais, precursores dos folículos primordiais 

(Figura 1). As oogônias sofrem sucessivas mitoses e diferenciam-se em oócitos, que 

iniciam o processo de divisão meiótica, o qual é interrompido em prófase da meiose I 

no estágio de diplóteno (Soto-Suazo & Zorn, 2005; van den Hurk & Zhao, 2005). 

Figura 1. Esquema ilustrando a origem das células da pré-granulosa durante a 
formação dos folículos primordiais.
Fonte: adaptado de Juengel et al. (2002) 

Em fêmeas bovinas, o oócito primário ou imaturo permanece no 

estágio de prófase I até imediatamente antes da ovulação. O processo de meiose é 

retomado em resposta à estimulação pelo hormônio folículo estimulante (FSH) e 

hormônio luteinizante (LH; Buccione et al.,1990), passando em seguida pelas fases 

de metáfase I, anáfase I e telófase I, ocorrendo a liberação do 1° corpúsculo polar e 

formação do oócito secundário (Betteridge et al.,1989). O processo de maturação 

meiótica, in vivo, pode ocorrer apenas no oócito do folículo pré-ovulatório dominante 
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e resulta, dentre outros fatores, da estimulação específica pelo pico pré-ovulatório de 

LH e FSH (Erickson, 1986).

No estágio de metáfase II, ocorre uma segunda interrupção da 

meiose (Betteridge et al.,1989). Na maioria das espécies domésticas, o oócito 

permanece em metáfase II até ser ovulado e transportado para o oviduto, onde 

poderá vir a ser fecundado. Caso a fecundação ocorra, o oócito retoma a meiose 

(Betteridge et al.,1989; Buccione et al.,1990) e culmina com a extrusão do segundo 

corpúsculo polar (Gordon, 1994), marcando assim o fim da oogênese.

4.3 FOLÍCULOS OVARIANOS

O folículo é a unidade morfofuncional do ovário, constituído por um 

oócito circundado por células somáticas (células da granulosa e tecais). O folículo 

apresenta funções endócrina (produção e liberação de hormônios esteróides e 

outros peptídeos) e exócrina ou gametogênica, apresentando-se como elemento 

essencial para a manutenção da viabilidade oocitária. Dessa forma, o folículo 

proporciona um ambiente ideal para o crescimento e a maturação do oócito imaturo 

e permite que oócito maduro alcance a ovulação (Figueiredo et al., 2002). 

A população de folículos ovarianos localiza-se no córtex ovariano. 

Os folículos são classificados em pré-antrais ou não cavitários (primordiais, em 

transição, primários e secundários) e folículos antrais ou cavitários (terciários e pré-

ovulatórios; Figura 2). 

Figura 2. Representação esquemática do desenvolvimento dos folículos ovarianos 
(Adaptado de Rodgers et al., 1999). 1. Oócito primário; 2. Célula da Pré-granulosa; 3. 
Membrana basal; 4. Células da Granulosa; 5. Cavidade antral; 6. Célula da teca e 7. Oócito 
secundário.

Primordial Primário
Secundário Terciário

Pré-ovulatório

1

2 3 4 5 6 7
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Admite-se, para a fase inicial do crescimento folicular, uma ação 

predominantemente local e vários fatores de crescimento foram identificados nas 

primeiras modificações 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 evolução folicular, a população ovariana 

divide-se em folículos pré-antrais ou não cavitários (folículos primordiais, primários e 

secundários) e antrais ou cavitários (folículos terciários e pré-ovulatórios). Os 

folículos ovarianos pré-antrais (FOPA) representam 90% da população folicular 

(Saumande, 1991) e são responsáveis pela renovação contínua de folículos antrais 

no ovário (Guilbault et al., 1986). No entanto, aproximadamente 99,9% dos folículos 

pré-antrais presentes nos ovários não chegam até a ovulação (Carrol et al., 1990), 

sofrendo um processo degenerativo ou apoptótico conhecido por atresia. Por isso, o 

ovário pode ser considerado um órgão de baixíssima produtividade (Ireland, 1987).

Moustafa & Hafez (1971) afirmaram que aos cinco meses de 

gestação somente folículos primordiais são observados nos ovários de bovinos e 

Erickson (1966) relataram que ao redor de 250 dias de gestação aparecem os 

primeiros folículos antrais. Entretanto, Monteiro et al. (2003) verificaram folículos 

primordiais, primários, em crescimento e antrais nos ovários de fetos bovinos a partir 

de 22 semanas de gestação.

4.3.1 Classificação e Caracterização Estrutural e Ultraestrutural dos Folículos Pré-

antrais

Os folículos ovarianos pré-antrais são diferenciados entre si pela 

forma e número de camadas de células que circundam o oócito imaturo (Figueiredo 

et al., 2002). Hulshof et al. (1994) classificaram os folículos pré-antrais em 

primordiais, primários e secundários, estabelecendo que os folículos primordiais e 

primários não poderiam ser distinguidos pelo diâmetro, mas sim, por diferenças 

morfológicas. Segundo este estudo, os folículos primordiais apresentavam um oócito 

rodeado por uma camada de 4 a 8 células da granulosa achatadas, os primários 

mostravam um oócito rodeado por uma camada de 11 a 12 células da granulosa 



24

cuboidais e os secundários, mais de uma camada de células da granulosa 

cuboidais.

Os folículos pré-antrais podem ser classificados também de acordo 

com o grau de viabilidade em folículos saudáveis (com lâmina basal intacta, oócito 

com não mais de três vacúolos citoplasmáticos, vesícula germinativa e nucléolos 

intactos), folículos em atresia inicial (estágio I: oócito com mais de três vacúolos 

citoplasmáticos e início de descondensação da cromatina), folículos em atresia 

moderada (estágio II: oócito com nucléolo e citoplasma em fragmentação e alta 

condensação da cromatina) ou folículos com atresia acentuada (estágio III: oócito 

completamente fragmentado ou ausente; Butler, 1970; Wandji et al., 1996).

4.3.1.1 Folículos Primordiais

Na espécie bovina, em torno de 130 dias de gestação, uma camada 

de células somáticas planas ou achatadas, conhecidas como células da pré-

granulosa, circundam o oócito primário ou imaturo (em prófase I), formando o 

primeiro e mais primitivo dos estádios foliculares, o folículo primordial. Após sua 

formação, as células da pré-granulosa param de se multiplicar e o folículo primordial 

entra no período de dormência ou quiescência. A proliferação celular é retomada 

somente quando o folículo primordial (quiescente) começa a crescer, meses ou anos 

após a sua formação (Hirshfield, 1991). 

Os folículos primordiais possuem 30-40 m de diâmetro. No folículo 

primordial, o oócito possui 20-25 m de diâmetro (Beckers et al., 1996) e o núcleo do 

oócito ocupa uma posição central com nucléolo evidente. As organelas são 

uniformemente distribuídas no citoplasma ou bem próximas ao núcleo. A mitocôndria 

é a organela mais evidente e é predominantemente arredondada. O retículo 

endoplasmático liso e o Complexo de Golgi são pouco desenvolvidos e várias 

vesículas estão espalhadas pelo citoplasma (Lucci et al., 2001). 

A grande maioria dos oócitos no ovário é armazenada nos folículos 

primordiais. Os mecanismos envolvidos no recrutamento e na ativação desses 

folículos ainda não são bem estabelecidos. Presume-se que em 100 dias o folículo 

primordial bovino atinja o estágio pré-ovulatório (Britt, 1991).
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4.3.1.2 Folículos Primários

Uma vez recrutado, o folículo primordial evolui para folículo primário, 

cujas células granulosas apresentam formato cubóide (Hulshof et al., 1994), 

presentes em maior quantidade e mais volumosas (van der Hurk et al., 1997). Em 

bovinos, o folículo e o oócito nele contido medem, respectivamente, 40-60 m e 30-

40 m de diâmetro (Beckers et al., 1996).   Nessa espécie, essas mudanças 

morfológicas não podem ser usadas para definir a ativação do folículo quiescente 

porque os folículos primordiais contêm algumas células da granulosa de forma 

cubóide na sua estrutura celular (van Wezel et al., 1996). Nessa fase, há o 

surgimento da zona pelúcida, estrutura ao redor do oócito mantida por todo o 

desenvolvimento folicular (Figueiredo et al., 2002). 

Assim como nos folículos primordiais, o citoplasma dos oócitos dos 

folículos primários também contém numerosas mitocôndrias arredondadas. Com o 

desenvolvimento do folículo, a mitocôndria torna-se alongada (Lucci et al., 2001).

4.3.1.3 Folículos Secundários

Com o aumento do oócito, a caracterização da zona pelúcida, as 

primeiras células da teca (van der Hurk et al., 1997) e pelo menos duas camadas da 

granulosa, o folículo secundário encontra-se constituído (Hulshof et al., 1994). O 

folículo secundário atinge 60-200 m de diâmetro em vacas (Figueiredo et al., 2002).

No folículo secundário, o núcleo do oócito passa de uma posição 

central no oolema dos folículos primordiais para uma região excêntrica, situando-se 

na região entre a zona pelúcida e o centro do oócito. As organelas também se 

movem e ficam mais próximas à periferia (Hyttel et al., 1997). O retículo 

endoplasmático liso aumenta de tamanho e a grande maioria das mitocôndrias são 

alongadas (Lucci et al., 2001).

Nos folículos secundários e estágios subseqüentes, a comunicação 

entre as células da granulosa e o oócito é feita por junções intercomunicantes (GAP

junctions; Hyttel et al., 1997).
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4.3.2 Caracterização Estrutural e Ultraestrutural dos Folículos Antrais

A categoria de folículos antrais compreende os folículos terciários e 

os folículos De Graaf ou também conhecidos como maduros, pré-ovulatórios ou 

dominantes. Com a intensa proliferação das células da granulosa, há o surgimento 

do antro folicular, uma área preenchida por fluido folicular, característica do folículo 

antral (Figueiredo et al., 2002). O surgimento dos primeiros folículos terciários em 

vacas é observado aos 230 dias de gestação (Erickson, 1966; Rüsse, 1983).

Em bovinos, a cavidade antral pode se desenvolver em folículos 

cujos diâmetros variam de 0,14-0,28 mm (Lussier et al., 1987). Os folículos crescem 

em tamanho e o diâmetro dos folículos primordiais aumenta de 0,020-0,040 mm 

(bovinos) para mais de 10 mm antes da ovulação (Ireland, 1987). São necessários 2 

ciclos estrais para um folículo crescer do início da formação do antro (0,13 mm)  ao 

tamanho pré-ovulatório (Lussier et al., 1987).

Os folículos terciários são constituídos de um oócito circundado pela 

zona pelúcida, várias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade 

antral, uma membrana basal e duas camadas de células tecais (teca interna e teca 

externa; Gordon, 1994). Caracterizam-se pela presença de numerosas 

microvilosidades dentro da zona pelúcida, bem como de numerosas partículas 

lipídicas e mitocôndrias arredondadas e alongadas. Um maior número de complexos 

de Golgi pode ser observado e os grânulos da cortical estão distribuídos no 

ooplasma, podendo-se evidenciar ainda os microtúbulos (Fair et al., 1997).

Os folículos de De Graaf representam o estágio terminal do 

desenvolvimento folicular. Neles predominam mitocôndrias arredondadas, mas 

mitocôndrias encapuzadas, que caracterizam o completo crescimento do oócito em 

bovinos, também são comumente encontradas. Retículo endoplasmático liso e 

rugoso são observados em grande quantidade. Podem ser identificados ainda 

grânulos da cortical e microtúbulos no ooplasma do oócito. O espaço perivitelino é 

formado neste estágio de desenvolvimento e há um aumento no número de 

vesículas e de complexos de Golgi. É também no final deste estágio que a função do 

nucléolo é inativada, como indica a marginalização dos centros fibrilares, sinalizando 

uma presumível retração dos genes rRNA do nucléolo. Concomitantemente, a 

atividade transcricional do oócito é diminuída. Foi demonstrado, entretanto, que a 
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transcrição de mRNA não é completamente inativada com o crescimento total do 

oócito (Hyttel et al., 1997).

4.4 ATRESIA FOLICULAR

Como mencionado anteriormente, aproximadamente 99,9% dos 

folículos pré-antrais presentes nos ovários não chegam até a ovulação, sofrendo um 

processo degenerativo ou apoptótico conhecido por atresia. A atresia folicular não é 

igualmente prevalente em todos os estádios de desenvolvimento folicular (Fortune, 

1994). A atresia é um processo fisiológico, de duração desconhecida, que parece 

ser um dos elementos que controla o número de folículos selecionados até chegar à 

ovulação. A duração precisa, bem como o estádio no qual os folículos ovarianos são 

mais susceptíveis de sofrer atresia, não são conhecidos (Henderson et al., 1987). 

O processo de atresia usualmente difere entre folículos pré-antrais 

(primordiais, primários e secundários) e antrais. Em folículos pré-antrais, as 

primeiras alterações indicativas de atresia ocorrem no oócito, como por exemplo, 

retração da cromatina nuclear e fragmentação oocitária, o que desencadeia o 

processo de eliminação irreversível dos folículos ovarianos nesta fase de 

desenvolvimento (Morita & Tilly, 1999). Em folículos pré-antrais, alterações nas 

células da granulosa são raramente observadas (Jorio et al., 1991). É importante 

ressaltar que após a formação da cavidade antral, ocorre uma alteração na 

sensibilidade do oócito e das células da granulosa. A partir deste estágio, o oócito 

torna-se altamente resistente e as primeiras alterações indicativas de atresia são 

observadas nas células da granulosa. O aparecimento de células da granulosa com 

núcleos picnóticos, onde se observa condensação da cromatina e retração nuclear, 

podem ser considerados como os primeiros sinais morfológicos de atresia, que são 

observados predominantemente em células da granulosa em proximidade da 

cavidade antral. Posteriormente, fragmentos de núcleos picnóticos ou corpos 

apoptóticos são observados na cavidade antral (Hughes & Gorospe, 1991; Tilly, 

1996). Com a progressão da atresia, observa-se redução no número de camadas 

das células da granulosa e invasão do folículo por fibroblastos e macrófagos. Após 

estas drásticas mudanças na camada granulosa o oócito, frequentemente, sofre 
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pseudomaturação, fragmenta-se e, finalmente, é eliminado durante os estágios finais 

de atresia (Byskov, 1974).

Apesar de ser um fenômeno natural, a atresia reduz de maneira 

significativa o número de oócitos potencialmente ovuláveis, diminuindo, 

consequentemente, a produção de oócitos viáveis durante a vida reprodutiva de um 

animal (Figueiredo et al., 2002).

4.5 RENOVAÇÃO FOLICULAR

Apesar do conceito do estoque finito e não renovável de células 

germinativas (Zuckerman, 1951) ser amplamente aceito, Johnson et al. (2004 e 

2005) surpreenderam a comunidade científica ao demonstrarem indícios de 

continuidade da  oogênese e foliculogênese no período pós-natal, apontando as 

células-tronco da medula óssea como responsáveis pela renovação dos gametas 

femininos. 

Os trabalhos de Johnson et al. (2004 e 2005) geraram muita 

controvérsia no meio científico. Um dos aspectos refere-se à ocorrência da 

menopausa e a inatividade ovariana em fêmeas senis. As críticas também estão 

relacionadas à ausência de sinais de início e término da primeira prófase meiótica e 

subseqüente fase de diplóteno nos supostos oócitos derivados de células-tronco. 

Além disso, o curto período para crescimento dos novos folículos permitiu o 

questionamento da eficácia da esterilização química.

A teoria de neo-oogênese/foliculogênese proposta por Johnson et al. 

(2004 e 2005) é polêmica e desafia um conceito de mais de 100 anos. Apesar da 

questão permanecer em discussão, os trabalhos sugerem uma revisão dos 

conceitos sobre foliculogênese.
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4.6 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE FÊMEAS TAURINAS E ZEBUÍNAS

Existem diferenças 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 eficiência 

reprodutiva dos rebanhos (Baruselli et al., 2007). 

Com relação ao estro comportamental, existem diferenças 

observadas entre raças (Rae et al., 1999), e embora ainda não completamente 

elucidadas, entre grupos genéticos (zebuínos e taurinos). Fêmeas Bos indicus 

geralmente apresentam estro de duração mais curta (aproximadamente 10 horas), o 

que dificulta sua detecção (Bó et al., 2003). Além disso, mais de 50% dos animais 

desse grupo genético iniciam a manifestação de estro no período 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 eficácia da detecção de estro. Em condições brasileiras de manejo, a 

avaliação do comportamento reprodutivo de vacas de corte com auxílio de 

radiotelemetria (Heat-Watch) mostrou que a duração do estro em Bos indicus é 

menor do que em Bos taurus (12,9 ± 2,9 horas em Nelore vs. 16,3±4,8 horas em 

Angus; Mizuta, 2003). Apesar disso, o intervalo entre o estro e a ovulação não 

apresentou diferenças entre estas duas raças (Nelore, 27,1±3,3 horas vs. Angus, 

26,1± 6,3 horas). 

Considerando o número de ondas de crescimento folicular por ciclo 

estral, animais da raça Holandesa apresentam predominância de duas e três ondas 

de crescimento folicular por ciclo estral (Savio et al., 1988; Sirois & Fortune, 1988; 

Ginther et al., 1989; Wolfenson et al., 2004). Entretanto, em zebuínos existem relatos 

que descrevem maior incidência de 3 ondas, sendo notificada a presença 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 diferença no 

número de ondas, existem trabalhos que descrevem que fêmeas Bos indicus 

recrutam maior número de folículos por onda de crescimento folicular que fêmeas 

Bos taurus (33,4 ± 3,2 vs 25,4 ± 2,5; Carvalho et al., 2008). Essa característica tem 

influência direta na eficiência da técnica de transferência de embriões e de OPU-PIV, 
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indicando vantagem de fêmeas zebuínas sobre taurinas. Utilizando-se o método de 

lavagem uterina, a média de embriões obtidos é similar entre esses grupos 

genéticos (Castro-Neto et al., 2005). No entanto, a média de oócitos recuperados por 

aspiração folicular é maior para fêmeas zebuínas (média de 18 a 25 oócitos; 

Watanabe et al., 1999; Thibier, 2004; Rubin et al., 2004) do que para taurinas (média 

de  4 e 14 oócitos por sessão de aspiração folicular; Machado et al., 2003; Rubin et 

al., 2005; Martins Jr et al., 2007). Existem relatos de que o número de folículos 

recrutados por onda de crescimento folicular apresenta diferenças entre indivíduos, e 

essa característica possui alta repetibilidade durante a vida reprodutiva da fêmea 

(Boni et al., 1997).

Alguns autores levantaram a hipótese de que a possibilidade de um 

maior número de folículos presentes no ovário de Bos indicus poderia ser devido à 

elevada concentração de IGF-I, mesmo na presença de baixos níveis de FSH (Bó et 

al., 2003). Essa diferença nas concentrações de FSH e de IGF-I pode explicar a 

maior sensibilidade ao tratamento superovulatório em doadoras Bos indicus (Barros 

& Nogueira, 2001). Existem relatos que confirmam que é possível reduzir 

consideravelmente a dose de FSH para superovular fêmeas Nelore (Baruselli et al., 

2003), empregando doses inferiores às usualmente utilizadas para Bos taurus.

Há diferenças moderadas entre o tamanho do trato reprodutivo e a 

divergência folicular entre Bos taurus e Bos indicus (Adayemo & Heath, 1980; 

Sartorelli et al., 2005). Em bovinos da raça Holandesa (Bos taurus), a divergência 

tem início por volta do dia 2,8 após a emergência (Ginther et al., 1996) e, em 

novilhas da raça Nelore (Bos indicus), 2,5 a 2,7 dias após a ovulação (Gimenes et 

al., 2005; Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2006).

O diâmetro máximo alcançado pelo folículo dominante em cada 

onda de crescimento folicular também difere entre fêmeas 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 três ondas de 

crescimento folicular, os diâmetros máximos foram de 16,0; 12,9 e 13,9 mm para 

Bos taurus (Ginther et al., 1989) e 10,4; 9,4 e 11,6 mm para Bos indicus (Figueiredo 

et al., 1997). O diâmetro do corpo lúteo também parece ser menor em Bos indicus 

(17 a 21 mm de diâmetro; Rhodes et al., 1995; Figueiredo et al., 1997) do que em 

Bos taurus (20 a 30 mm de diâmetro; Ginther et al., 1989; Kastelic et al., 1990). Da 
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mesma maneira, há relatos de que a concentração de progesterona produzida pelo 

CL também é inferior em zebuínos em relação aos taurinos (Segerson et al., 1984). 
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Resumo

Novas teorias têm sido propostas sobre a origem e o crescimento dos 

gametas femininos, desafiando conceitos de mais de 150 anos. A possibilidade de 

formação contínua de folículos e oócitos apresenta-se como hipótese extremamente 

interessante, mas requer ainda novos trabalhos, seja para comprovar sua existência 

ou refutá-la definitivamente. O estudo da epigenética surge como grande 

possibilidade para uma melhor compreensão dessas teorias. As variações 

epigenéticas são dinâmicas, transmitidas entre gerações e guardam relação com o 

ambiente. O estoque finito de oócitos, a renovação contínua, ou a co-existência de 

ambos são discutidos neste artigo.

Palavras chave: folículos, oócitos, foliculogênese, 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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Introdução

Para uma expansão sólida de todo o universo tecnológico vinculado à 

reprodução, a base fundamental de toda a fisiologia feminina é a foliculogênese. Por 

esta razão, o interesse sobre o tema tem aumentado consideravelmente nos últimos 

anos. As crescentes aplicações, bem como os múltiplos desafios das biotécnicas de 

colheita e transferência de embriões, produção in vitro de embriões e inseminação 

artificial em tempo fixo, além de técnicas associadas, como a medicina regenerativa, 

por exemplo, justificam a necessidade do contínuo aprimoramento do conhecimento 

da fisiologia das fêmeas, envolvendo oogênese, foliculogênese e desenvolvimento 

embrionário.

Um dos aspectos mais surpreendentes da foliculogenese é a produção de 

oócitos obtida naturalmente a partir de fêmeas Nelore. Vacas Nelore produzem, em 

média, 25 oócitos por sessão de aspiração folicular, sem qualquer procedimento 

adicional, como aplicação de FSH, BST ou controle do ciclo estral. Esta média de 

oócitos por sessão é aproximadamente quatro vezes maior à produção obtida de 

vacas de raças européias. Um aspecto bastante peculiar refere-se às fêmeas 

capazes de produzir centenas de oócitos em uma única aspiração folicular. Há 

relatos de 251 (Seneda et al., dados não publicados) e até 564 oócitos obtidos em

um único procedimento (Santos et al., 2005). Considerando a possibilidade de três 

ondas de crescimento folicular, seria possível a projeção de mais de 1000 folículos 

recrutados em apenas um ciclo estral.

As biotécnicas associadas à reprodução têm apresentado um crescimento 

extraordinário nos últimos anos, tanto no contexto molecular quanto nos aspectos 

aplicados. O Brasil apresenta-se como segundo país em embriões bovinos 

produzidos in vivo e líder mundial dos produzidos in vitro, e isto certamente tem 

correlação com o predomínio da raça Nelore no plantel nacional. Para fêmeas 

Nelore, pode-se admitir uma maior quantidade de embriões por procedimento com a 

produção in vitro de embriões (PIVE), quando comparada à colheita e transferência 

de embriões (Nonato Jr et al, 2004).

Igualmente em franco desenvolvimento encontra-se a epigenética, a área do 

conhecimento que estuda as interações dinâmicas do DNA com as proteínas e 

grupos químicos presentes no núcleo da célula. Embora as possibilidades de 

variação da expressão gênica sejam conhecidas há alguns anos, apenas em 
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passado bastante recente as interações epigenéticas passaram a ser melhor 

compreendidas. Um grande incremento ao estudo da epigenética adveio com a 

surpreendente descoberta do limitado número de genes da espécie humana. O 

Projeto Genoma Humano demonstrou de maneira inequívoca a necessidade de se 

buscar outras explicações, além da quantidade de genes, para justificar a 

complexidade funcional dos organismos superiores.

Apesar das áreas citadas serem de extrema importância para o progresso da 

ciência e para a herança genética das futuras gerações, o controle epigenético da 

reprodução é relativamente pouco conhecido. No contexto da reprodução, vários 

aspectos do conhecimento fisiológico, da eficiência de produção e da aplicabilidade 

do modelo animal nas ciências biomédicas, seriam extremamente beneficiados com 

um maior conhecimento da epigenética. 

Somando-se aos aspectos dinâmicos da aplicação de tais biotécnicas, o 

estudo da foliculogênese apresenta-se em momento extremamente importante. No 

contexto do estabelecimento da população folicular ovariana, novas teorias têm sido 

propostas, desafiando conceitos de mais de 150 anos sobre a origem e o 

crescimento dos gametas femininos. A neo-foliculogênese apresenta-se como 

hipótese a requerer profundos e sólidos trabalhos, seja para comprovar sua 

existência ou refutá-la definitivamente. O estoque finito de oócitos, a renovação 

contínua, ou a co-existência de ambos são discutidos neste artigo. 

Conceitos básicos da foliculogênese

Admite-se que o início da foliculogênese em fêmeas mamíferas ocorre na 

fase fetal, quando as células germinativas primordiais migram do saco vitelino para a 

gônada em formação, originando as oogônias. Estas diferenciam-se em oócitos, os 

quais, associados com as células da pré-granulosa, constituem os folículos 

primordiais. Os oócitos iniciam o processo de divisão meiótica, o qual é interrompido 

em prófase da meiose I até o recrutamento folicular (Soto-Suazo & Zorn, 2005; van 

den Hurk & Zhao, 2005). Somente após o recrutamento há continuidade do 

desenvolvimento do folículo e retomada da meiose, no estágio final de 

desenvolvimento do folículo antral (Eppig et al., 1992). Apesar da importância do 
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recrutamento folicular para o entendimento da foliculogênese, os mecanismos 

envolvidos nesse processo ainda permanecem desconhecidos. 

Uma vez recrutado, o folículo primordial passa a folículo primário, cujas 

células granulosas apresentam formato cubóide. Uma característica marcante dessa 

fase é o surgimento da zona pelúcida, estrutura ao redor do oócito mantida por todo 

o desenvolvimento folicular.

Com o aumento do oócito, a caracterização da zona pelúcida, as primeiras 

células da teca e pelo menos duas camadas da granulosa, o folículo secundário 

encontra-se constituído, e já são verificados os efeitos do FSH e LH (van den Hurk et 

al., 2000).

A etapa seguinte do desenvolvimento consiste no folículo terciário, cuja 

distinção do anterior ocorre pela multiplicação das camadas da granulosa, além da 

organização completa das células da teca. O FSH tem se revelado como agente 

fundamental nesta etapa. Não apenas pela sua ação endócrina conhecida, mas 

também pelo seu envolvimento na ação parácrina de fatores de crescimento, como 

relatado para membros do grupo FGF, como o FGF-8 (Buratini et al., 2005). Um 

grande evento fisiológico, a formação do antro, representa um marco importante no 

estudo do crescimento folicular, pois é precursor dos processos de desvio e 

dominância folicular. 

Além de representar a fase de mais intensa ação gonadotrófica, a presença 

do líquido folicular viabiliza os estudos ultra-sonográficos, permitindo o 

acompanhamento in vivo até o destino final do folículo: atresia ou ovulação. A 

repetição destes processos ao longo da vida pós-natal leva ao declínio progressivo 

do número de oócitos, sendo aceita a ausência de células germinativas nos ovários 

na senilidade (Waldeyer, 1870). 

Novos conceitos em foliculogênese

Apesar do conceito sobre o estoque finito e não renovável de células 

germinativas ser considerado uma premissa básica da fisiologia da reprodução há 

mais de 150 anos (Byskov et al., 2005), Johnson et al. (2004 e 2005) apresentaram 

evidências para propor a revisão deste paradigma, demonstrando indícios da 
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continuidade da oogênese e foliculogênese no período pós-natal, pela atuação de 

células-tronco. 

Existem várias populações de células-tronco na medula óssea, com 

evidências promissoras de potencial de plasticidade, isto é, habilidade de gerar 

células de outros tecidos, independente do folheto embrionário de origem. Este 

potencial de plasticidade da célula-tronco parece favorecer a hipótese de neo-

oogênese/foliculogênese formulada por Johnson et al. em 2004. Esses autores 

demonstraram a ocorrência de proteínas específicas do início da meiose em ovários 

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 à esterilização química, relatando ausência de folículos após o 

tratamento. Em seguida, os animais receberam transfusão de medula óssea e 

sangue periférico e, uma semana após, folículos viáveis em crescimento foram 

identificados nos ovários.

A hipótese de Johnson et al. (2004 e 2005) tem promovido acirrados debates, 

sendo contrariada por outros pesquisadores. Nos aspectos clínicos, a ocorrência da 

menopausa e a inatividade ovariana em fêmeas senis apresentam-se como 

fenômenos amplamente aceitos. Outras críticas referem-se à ausência de sinais de 

início e término da primeira prófase meiótica e subseqüente fase de diplóteno nos 

supostos oócitos derivados de células-tronco. Além disso, o curto período para 

crescimento dos novos folículos permitiu o questionamento da eficácia da 

esterilização química. 

Em um experimento especificamente delineado para aferir a hipótese de 

Johnson et al. (2004; 2005), Eggan et al. (2006) pesquisaram a renovação folicular 

por células difundidas pelo sangue em camundongas parabióticas, animais 

isogênicos unidos cirurgicamente pela lateral do corpo, para uma circulação 

sangüínea partilhada. Sendo uma das fêmeas transgênica para uma proteína 

fluorescente, esperava-se a expressão desta proteína nos oócitos da outra fêmea, 

não transgênica. No entanto, mesmo após 6 meses testando diversos ensaios 

experimentais nas camundongas parabióticas, os autores não obtiveram ovulação 

de nenhum oócito expressando a proteína fluorescente, contrariando a teoria 

apresentada por Johnson et al. (2004 e 2005).

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

detalhes comparativos entre os trabalhos merecem atenção. Enquanto o grupo 



47

liderado por Tilly (Johnson et al. 2004 e 2005) descrevem a “renovação folicular”, 

Eggan et al. (2006) declaram a ausência de “oócitos ovulados”. Ou seja, permanece 

uma lacuna, referente ao intervalo existente entre a formação e crescimento de um 

folículo – aspectos inicial e intermediário – e a presença de um oócito maduro no 

oviduto – produto final. 

Apesar das oposições à teoria de renovação folicular pós-natal, outros 

grupos, utilizando diferentes estratégias experimentais, realizaram descobertas 

bastante promissoras, indiretamente em favor da mesma. Após a indução de 

diferenciação de uma cultura de células-tronco de epiderme de fetos suínos, Dyce et 

al. (2006) verificaram que algumas dessas células apresentaram marcadores típicos 

de células germinativas em formação. Posteriormente, foram identificadas estruturas 

semelhantes a folículos em crescimento, capazes de produzir estrógeno, 

progesterona e responsivas a estímulos de FSH e LH. Além disso, os autores 

relataram partenogênese espontânea, com formação de estruturas semelhantes a 

embriões. Apesar de já haver relato na literatura de diferenciação in vitro espontânea 

de células-tronco em células germinativas a partir de cultivo de células embrionárias 

humanas (Clark et al., 2004), até o momento, nenhum outro grupo alcançou o feito 

de produção de oócitos, folículos (secretando esteróides) e embriões – embora 

partenogenéticos – a partir de células-tronco, como descrito pela equipe de Guelph 

(Dyce et al., 2006).

Mais recentemente, Liu et al. (2007) utilizaram ovários de mulheres adultas 

obtidos cirurgicamente por razões extra-ovarianas, como anomalias uterinas. 

Através de técnicas de RT-PCR, Western Blot e imunohistoquímica, os autores 

pesquisaram a expressão de alguns dos principais genes envolvidos com a meiose 

(SCP3, Oct3, Oct4, c-KIT, PCNA e KI-67), concluindo não haver indícios da 

ocorrência de meiose, contrariando dessa forma a hipótese de renovação folicular 

pós-natal. 

Tilly & Johnson (2007) prontamente contra-argumentaram a conclusão de Liu 

et al. (2007), alegando ser a “ausência da evidência” argumento científico 

insuficiente para refutar a nova hipótese. Segundo os pesquisadores de Harvard, 

para refutar a nova hipótese, experimentos mais sólidos do que ausência de 

expressão gênica seriam necessários, especialmente após transcorridos quatro anos 

desde o primeiro artigo apresentando a neo-foliculogênese (Johnson et al. 2004).
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A partir dos trabalhos de Johnson et al. (2004 e 2005), sugerindo a 

participação de células-tronco provenientes da medula óssea na neo-

oôgenese/foliculogênese, algumas especulações podem ser feitas. Seria possível 

ocorrer alguma alteração folicular ou ovariana após auto-transferência de medula 

óssea ou retirada da mesma e reinjeção no mesmo organismo? Quando submetidas 

a um estímulo, camundongas jovens que sofreram esterilização química 

apresentariam resposta diferente de camundongas que tiveram esgotamento natural 

de suas reservas foliculares?

Seguindo esse raciocínio, seria a esterilização química um agente para a 

neofoliculogênese? Sabe-se que mulheres jovens que sofreram esterilização 

química, quando submetidas a um estímulo, voltaram a produzir folículos. 

A teoria da neo-oogênese/foliculogênese é polêmica, afinal, trata-se de um 

questionamento sobre um conceito amplamente aceito por mais de 150 anos. Os 

trabalhos atualmente em andamento deverão contribuir para esclarecer melhor a 

questão.

Epigenética e foliculogênese

A “epigenética” estuda as modificações fenotípicas herdáveis sem alterações 

na seqüência do DNA, ou seja, informações carreadas pelo código genético não 

vinculadas ao DNA (Cosgrove & Wolberger, 2005). 

Nos eucariotos, a informação genética é armazenada na cromatina, um 

polímero composto pela associação do DNA com 4 proteínas histonas - H2A, H2B, 

H3 e H4 - mais uma histona de conexão – H1 (Trotter & Archer, 2007). O conjunto 

de 147 pares de base do DNA arranjadas ao redor de um octâmero de proteínas 

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

Por muito tempo, acreditou-se que o nucleosomo tivesse função apenas 

estrutural, permitindo a condensação e organização do DNA no núcleo da célula 

(Cosgrove & Wolberger, 2005). 

Recentemente, descobriu-se o papel crucial e dinâmico do nucleosomo no 

controle da expressão gênica. Conforme a maior ou menor interação do DNA com as 

proteínas que compõem o nucleosomo, a expressão dos genes pode ser alterada. 

Em outras palavras, o controle transcricional depende da acessibilidade do DNA, 

sendo este aspecto regulado por modificações nas histonas (Narlikar et al, 2002). 

Essas modificações bioquímicas podem ocorrer por fatores endógenos ou exógenos, 

sendo normalmente de natureza reversível. As principais alterações bioquímicas, 

como metilação, fosforilação e acetilação, são capazes de interferir na interação do 

DNA com as histonas, causando modificações na capacidade de expressão do 

código genético. Essas reações são predominantemente reversíveis, constituindo 

assim uma maneira muito dinâmica de facilitar ou reprimir a ação do DNA (Mellor, 

2006).

Os processos epigenéticos são naturais e essenciais para muitas funções do 

organismo, porém se ocorrerem inadequadamente podem ter efeitos adversos na 

saúde e no comportamento. Agentes como metais pesados, pesticidas, hormônios, 

vírus, bactérias entre outros podem gerar alterações bioquímicas na cromatina, 

interferindo na expressão de certos genes, podendo levar a disfunções respiratórias, 

reprodutivas e a vários tipos de câncer. Essas modificações epigenéticas podem ser 
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transmitidas por até quatro gerações, evidenciando assim a importância da 

epigenética no processo evolutivo (Weinhold, 2006).  

Diversos fatores, internos e externos, são capazes de atuar nas modificações 

no nucleosomo e assim interferir na expressão final do código genético (Kimmins & 

Sassone-Corsi, 2005).  Portanto, a epigenética poderia ser considerada uma ponte 

entre o genótipo e o fenótipo (Goldberg et al., 2007), apresentando-se como um 

mecanismo essencial para o processo evolutivo, já que estímulos externos podem 

variar a expressão do genoma. Tais aspectos apresentam acréscimo de importância 

para as células germinativas, considerando a propagação de informações para as 

próximas gerações (Kimmins & Sassone-Corsi, 2005).

A ativação ou repressão da transcrição também está relacionada com a ação 

de remodeladores da cromatina. Os remodeladores são complexos protéicos que 

alteram a mobilidade do nuclesomo, permitindo uma espécie de “deslizamento” entre 

as proteínas histonas e a dupla hélice do DNA. Com essa movimentação, ocorre 

também uma modificação na possibilidade de expressão do DNA (Cosgrove et al., 

2004).  Os eucariotos contêm pelo menos cinco famílias 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 expressão gênica através de 

elementos promotores e regulatórios (Knott et al., 2006). Trata-se de um complexo 

protéico ATP-dependente que está envolvido em aspectos críticos 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) é uma importante subunidade protéica do 

complexo SWI/SNF, e parece apresentar uma importância crucial nos eventos da 

reprodução. A expressão da BRG1 em oócitos (Bultman et al., 2000) e embriões 

(Bultman et al, 2006) de camundongos evidenciam a participação desta proteína na 

foliculogênese e embriogênese. Oócitos nulos para a expressão da BRG1 

completaram a meiose e foram fecundados, porém, os  embriões concebidos tiveram 

seu desenvolvimento interrompido no estágio de 2 a 4 células, com a atividade 

transcricional reduzida em 30% dos genes, o que sugere o envolvimento desta 

proteína na ativação do genoma embrionário e como marcador da qualidade 

oocitária e embrionária (Bultman et al., 2006). A ausência da expressão da BRG1 

também foi associada à letalidade embrionária precoce (Bultman et al., 2000).
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Admite-se que o complexo processo da foliculogênese em ovários mamíferos 

é regulado por um coordenado programa entre elementos genômicos e epigenéticos 

(Ruiz-Cortés et al., 2005). Relacionando a epigenética com o processo de 

foliculogênese, um estudo mostrou que a fosforilação do aminoácido de número 10, 

uma serina da histona H3, foi relacionada com atividade transcricional favorável ao 

processo de divisão celular (Hans e Dimitrov, 2001). Por sua vez, esta modificação 

da H3 apresentou-se vinculada à ação tanto do FSH como do estradiol, durante o 

período pré-ovulatório, comprovando a estreita relação desta alteração na cromatina 

com a regulação do crescimento folicular (Ruiz-Cortés et al., 2005). 

Além da serina 10 da H3, o aminoácido de número 4 da H3, uma lisina (K), 

tem despertado o interesse dos pesquisadores. A H3K4 e a enzima reguladora da 

sua metilação – Lysine Specific Demethylase 1 (LSD1) – parecem exercer um papel 

central no comando da expressão gênica, não só na meiose das células 

germinativas, mas também nas células de suporte, como demonstrado recentemente 

na espermatogênese em camundongos (Godmann et al., dados não publicados) e 

na oogênese para Drosophila (Di Stefano et al., 2007).  

Em mamíferos, os primeiros resultados indicam intensa atividade da H3K4 no 

oócito, desde o estágio de folículo primordial até os grandes folículos antrais. Para 

as células da granulosa e da teca, diferentes padrões foram identificados, conforme 

o número de metilações. Enquanto a mono e a di-metilação da H3K4 aparentemente 

restringem suas atividades aos folículos antrais, a H3K4 tri-metilada foi identificada 

mais precocemente, em folículos primários e secundários, possivelmente exercendo 

um papel na regulação dos vários fatores locais envolvidos com o crescimento 

folicular nesta fase. A LSD1 não foi identificada em nenhuma etapa pré-ovulatória, 

sugerindo uma atividade ampla e ininterrupta da H3K4 ao longo de todo o 

crescimento folicular (Seneda et al., 2008).

Um aspecto particularmente interessante é o papel da epigenética no controle 

da pluripotência de células-tronco (Surani et al., 2007), e especialmente a atuação 

da H3K4 no restabelecimento da pluripotência em células somáticas, ou 

transdiferenciação (Kimura et al., 2004; Lin & Dent 2006). 

Concluindo, o conceito do estoque finito de gametas femininos é um fato bem 

estabelecido e foi comprovado diversas vezes nas últimas décadas. Mas a 

capacidade de diferenciação de células-tronco tem sido cada vez mais 

surpreendente e células complexas, como neurônios e hepatócitos, já foram obtidas 
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a partir de células-tronco adultas. Considerando a recente constatação de como a 

epigenética pode interferir na capacidade de expressão gênica, a possibilidade de 

diferenciação de células-tronco em oócitos por mecanismos epigenéticos parece ser 

cada vez mais evidente. Uma vez que trabalhos recentes têm demonstrado a 

importância da participação epigenética na foliculogênese, a pergunta a ser feita é: 

seria a epigenética a chave para a compreensão da hipótese da renovação folicular 

pós-natal? Neste cenário inédito e promissor, outra pergunta se apresenta: seria 

compatível a co-existência de ambos os modelos, ou seja, a produção de oócitos na 

fase fetal e, sob condições específicas, a neo-formação folicular?

A raça Nelore pode ser um excelente modelo biológico para a elucidação de 

algumas dessas questões. A surpreendente quantidade de oócitos obtida 

naturalmente a partir de fêmeas dessa raça sinalizam claramente para isso. 

As evidências sugerem algo novo, porém mais investigações são 

necessárias. A Ciência requer sempre o espírito crítico e isento de investigação, sem 

ceticismo gratuito ou impulsividade. Podemos estar diante de uma modificação 

extraordinária do conceito de foliculogênese, com potenciais reflexos na TE, FIV e 

IATF e todo o segmento da reprodução. Cabe a cada um de nós buscar a constante 

atualização e a análise crítica dos artigos, para que os 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 
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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, São 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, São Paulo, 

São 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 L/mL gentamycin sulfate 

(Schering-Plough, São Paulo, São 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). 
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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.

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 

± 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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ARTIGO 3

“Estimativa da população folicular ovariana pré-antral de 

fêmeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus”
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Estimativa da população folicular ovariana pré-antral de fêmeas Bos taurus 

indicus e Bos taurus taurus

RESUMO

Fêmeas Bos indicus apresentam produção in vivo de oócitos muito superior a 

fêmeas taurus. Uma possível explicação para este evento seria a maior população 

de folículos pré-antrais de fêmeas indicus. Neste trabalho, foi apresentada uma 

comparação entre a população de folículos pré-antrais de fêmeas Bos taurus indicus

(Nelore) e Bos taurus taurus (Aberdeen Angus). Ovários 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 histológico para contagem de 

folículos pré-antrais. Não houve diferença entre o número médio de folículos pré-

antrais presente nos ovários de fêmeas Bos indicus e Bos taurus (p>0,05). O 

número médio de folículos pré-antrais por ovário 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 folículos obtida por animal foi marcada por uma 

grande variação entre os indivíduos da mesma categoria e entre as raças. Em 

novilhas indicus e taurus foram identificadas estruturas de aglomerados de oócitos e 

cordões foliculares, normalmente descritas apenas nos ovários em fase fetal. 

Concluímos que a quantidade de folículos pré-antrais não explica a maior produção 

in vivo de oócitos em fêmeas indicus, e que provavelmente outros mecanismos 

sejam responsáveis por esta ocorrência.

Palavras-chave: População folicular; Feto; Novilha; Bos indicus; Bos taurus. 
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1. INTRODUÇÃO

A liderança do Brasil na produção in vitro de embriões (Thibier, 

2007) possui relação direta com o número de folículos e oócitos obtidos de fêmeas 

Bos taurus indicus (Pontes et al., 2009) e este aspecto tem estimulado vários grupos 

a buscar uma melhor compreensão das diferenças entre fêmeas zebuínas e taurinas 

Admite-se para fêmeas indicus um número maior de ondas foliculares (Figueiredo et 

al., 1997; Viana et al., 2000) e mais folículos recrutados por onda do que fêmeas 

Bos taurus taurus (Carvalho et al., 2008). Vacas Nelore (Bos indicus) apresentam

uma maior população de folículos antrais < 5 mm (Segerson et al., 1984). Além 

disso, os folículos dominantes e corpos lúteos são menores e a duração do estro é 

mais curta do que em fêmeas taurus (Sartorelli et al., 2005; Rhodes et al., 1995). 

No entanto, nenhuma dessas comparações é tão relevante quanto à 

produção de oócitos que pode ser obtida a partir de fêmeas Bos indicus (Zebu). Um 

aspecto bastante peculiar refere-se ao fato de fêmeas Bos indicus serem capazes de 

produzir centenas de oócitos em um único procedimento de aspiração folicular. 

Nosso grupo obteve 251 oócitos de vaca Nelore em um único procedimento (Seneda 

et al., dados não publicados) e há relatos de outros grupos de até 564 oócitos por 

aspiração em fêmeas da mesma raça (Santos et al., 2005). A produção média de 

oócitos por sessão de aspiração folicular, entre 18 a 25 estruturas, chega a ser 3 a 4 

vezes superior às médias descritas para fêmeas taurus (Machado et al., 2003; Rubin 

et al., 2005; Martins Jr et al., 2007). Recentemente demonstramos doadoras 

zebuínas produzindo regularmente mais de 60 oócitos em aspirações foliculares 

subseqüentes (Pontes et al., 2009), sem qualquer estímulo hormonal ou 

sincronização do crescimento folicular. 

Apesar desta intrigante peculiaridade de fêmeas zebuínas, ainda 

não existe uma explicação para esta diferença na fisiologia reprodutiva entre fêmeas 

Bos indicus e Bos taurus, o que certamente motiva os estudos sobre foliculogênese 

em fêmeas de origem indiana. Dentre as prováveis hipóteses, possivelmente a 

primeira a merecer investigação seja a população de folículos pré-antrais, por 

constituírem a reserva de gametas femininos a ser utilizada ao longo da vida 

reprodutiva. 
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Ao redor de 2 milhões de células germinativas podem ser 

encontradas nos ovários de fetos bovinos ao fim do primeiro trimestre de gestação, 

mas há um drástico declínio deste número por ocasião do último período da fase 

fetal ao nascimento (Tanaka, 2001), quando começa a ocorrer a ativação e o 

desenvolvimento folicular (Nogueira et al., 2005). Dessa forma, os folículos 

efetivamente utilizados durante a vida reprodutiva são aqueles presentes por 

ocasião do nascimento do animal (Soto-Suazo & Zorn, 2005; van den Hurk & Zhao, 

2005). A partir da maturidade sexual, os folículos ovarianos podem seguir dois 

caminhos: ovulação ou atresia. A repetição destes processos ao longo da vida pós-

natal leva ao declínio progressivo do número de oócitos, à medida que a reserva de 

folículos pré-antrais vai sendo gradativamente consumida (Eggan et al., 2006). Desta 

forma, a população dos folículos pré-antrais representa a reserva de gametas de 

uma fêmea, pois constituem mais de 90% de toda a população folicular ovariana 

(Saumande, 1991; Figueriedo et al., 2007).   

Estudos recentes sobre a quantificação de folículos pré-antrais na 

espécie bovina são escassos. Um trabalho clássico cita o número de 200.000 

folículos primordiais por ovário (Erickson, 1966). Considerando fêmeas zebuínas, 

estudos sobre o número total de folículos em ovários de fêmeas Bos indicus são 

ainda mais raros (Lucci et al., 2002), tornando difícil a análise do número de folículos 

pré-antrais como uma possível explicação para a expressiva produção de oócitos 

obtidos in vivo de fêmeas indicus.  

O objetivo do presente trabalho foi comparar a população folicular 

ovariana de fêmeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, por meio da avaliação 

do número de folículos pré-antrais presentes em ovários de fetos e novilhas.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Coleta dos ovários

Ovários (n=44) provenientes de fetos e novilhas foram obtidos em 

abatedouros locais, sendo 22 de fêmeas Bos taurus indicus- Nelore (fetos, n=10, 6-8 

meses de gestação; e novilhas, n=12, 20-24 meses de idade) e Bos taurus taurus-

Aberdeen Angus (fetos, n=10, 6-8 meses de gestação; e novilhas, n=12, 20-24 

meses de idade). A idade dos fetos foi estimada de acordo com metodologia descrita 

por Salisbury & VanDemark (1961), e a idade das novilhas, segundo metodologia 

descrita por Faísca et al. (2002).

Imediatamente após a obtenção dos ovários, os mesmos foram

lavados em álcool 70% por aproximadamente 10 segundos e então duas vezes em 

solução salina 0,9%. Em seguida, os ovários foram seccionados longitudinalmente 

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

2.2. Processamento histológico

Para analisar a estrutura dos ovários e dos folículos ovarianos, os 

hemi-ovários foram fixados em solução de Bouin por 24 horas. Em seguida, foram 

lavados em água corrente por 1 hora, pesados em balança analítica (Bel®, Monza-

Itália) e mantidos em álcool 70%. Os hemi-ovários foram desidratados em

concentrações crescentes de álcool e diafanizados em xilol. Em seguida, foram 

infiltrados e embebidos em parafina. Após a inclusão em parafina, cortes seriados de 

7 m de espessura foram realizados em micrótomo rotativo (Leica®, Wetzlar-

Alemanha). Cada 120° secção histológica (Cahill et al., 1979) foi montada em lâmina 

e corada com ácido periódico de Schiff (PAS) e hematoxilina para análise estrutural 

em fotomicroscópio. Todos os procedimentos foram realizados por um mesmo 

operador.
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2.3. Morfometria dos folículos ovarianos

A morfometria dos folículos foi analisada através dos cortes 

histológicos dos ovários, classificação dos folículos pré-antrais e mensuração do 

diâmetro folicular. Os folículos pré-antrais foram classificados de acordo com o 

estágio de desenvolvimento em primordiais (uma camada de células da granulosa 

de formato pavimentoso circundando o oócito), primários (uma camada de células da 

granulosa de formato cúbico envolvendo o oócito) ou secundários (oócitos 

envolvidos por duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cúbico;

Hulshof et al., 1994). A morfologia folicular foi avaliada de acordo com a integridade 

da membrana basal, a densidade celular, a presença ou ausência de corpos 

picnóticos e a integridade do oócito. Com base nestes parâmetros, foram 

considerados apenas folículos morfologicamente normais (Carambula et al., 1999).

As secções foram examinadas em um microscópio de luz (Nikon®, 

Tokyo- Japão). Com o auxílio de uma ocular micrométrica, o diâmetro médio do 

oócito e do núcleo do oócito foi determinado utilizando-se dois folículos de cada 

classe folicular (primordial, primário e secundário) por secção avaliada.

2.4. Quantificação folicular

O número de folículos pré-antrais foi calculado sempre pela mesma 

pessoa, através da contagem dos folículos em cada secção, usando o núcleo do 

oócito como referência e o fator de correção descrito por Gougeon e Chainy (1987), 

usando a fórmula:

Nt = No x St x ts

          So x do

Sendo:

Nt  = Número total calculado de um tipo de folículo;

No = Número de folículos observados no ovário;

St  = Número total de cortes feitos no ovário;

ts  = Espessura do corte;

So = Número total de cortes observados;

do = Diâmetro médio do núcleo de cada tipo de folículo.
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2.5. Análise estatística

Como os dados foram considerados não-paramétricos, o número de 

folículos de cada classe e a comparação entre o número médio de folículos por 

categoria animal foram avaliados pela Análise de Variância, através do teste de 

Mann-Whitney a 5% de probabilidade. A correlação entre o peso e a quantidade de 

folículos pré-antrais foi avaliada pelo teste de Regressão Linear Simples.
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3. RESULTADOS

Dos 44 ovários analisados, foram confeccionadas 411 secções 

histológicas, sendo encontrados em média 1.498 folículos por secção. Neste 

trabalho, não houve diferença entre o número médio de folículos pré-antrais por 

ovário de fêmeas Bos indicus e Bos taurus (p>0,05). Foram encontrados em média 

143.929 ± 253 folículos pré-antrais nos ovários de fetos indicus, 285.155 ± 570 em 

fetos taurus, 76.851 ± 280 em novilhas indicus, e 109.673 ± 293 em novilhas taurus

(Tabela 1). Da mesma forma, também não foi observada diferença entre o número 

médio de folículos primordiais, primários e secundários de fêmeas Bos indicus e Bos 

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

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

Número Médio de Folículos Pré-antrais por Ovário

Categoria/Raça Primordial Primário Secundário Total

Feto indicus (n=10) 89.051±200a 53.454±190a 1.423±41a 143.929±253a

Feto taurus (n=10) 234.570±557a 46.414± 133a 4.172±59ab 285.155±570ab

Novilha indicus (n=12) 47.436±249 b 25.351±141b 4.063±54b 76.851±280b

Novilha taurus (n=12) 83.726±292ab 21.010±82ab 4.937±86ab 109.673±293ab

* Letras iguais não diferem entre si, na mesma coluna, a 5% de probabilidade. Médias 
seguidas de erro padrão.
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Analisando-se a quantidade de folículos, pode-se afirmar que existe 

uma grande variação entre indivíduos da mesma categoria e entre as raças. A 

variação dentro da população amostrada de fetos Nelore esteve entre 41.957 e 

248.865 folículos pré-antrais (Figura 1) e entre 50.326 e 1.090.140 para fetos Angus

(Figura 2). Novilhas Nelore apresentaram variação de 9.623 a 260.371 folículos pré-

antrais por ovário (Figura 3) e novilhas Angus, 33.798 a 320.729 folículos (Figura 4). 

Não houve correlação entre o peso dos ovários e a quantidade de 

folículos pré-antrais totais por ovário nas categorias avaliadas, com exceção de fetos 

Angus. Os três fetos Nelore com maior população folicular (179.993, 220.602 e 

248.865) apresentaram peso ovariano abaixo da média (0,36; 0,19 e 0,19g; 

respectivamente; Figura 1). 

Figura 1. Número médio de folículos pré-antrais por ovário e peso ovariano de 
fetos Nelore (r=0,15; p>0,01). Números de 1 a 10 representam os ovários.
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Com relação a fetos Angus, houve correlação entre o peso e a 

quantidade de folículos pré-antrais ovarianos. Os sete ovários com peso ovariano 

abaixo da média apresentaram população folicular abaixo da média. Da mesma 

forma, os três animais com peso ovariano acima da média, apresentaram 

populações foliculares acima da média (Figura 2). 

Figura 2. Número médio de folículos pré-antrais por ovário e peso ovariano de 
fetos Angus (r=0,94; p<0,01). Números de 1 a 10 representam os ovários.
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As duas novilhas Nelore com maior peso ovariano (6,47 e 6,78g) 

apresentaram população folicular abaixo da média (36.789,24 e 44.433,27; 

respectivamente). A fêmea com maior população folicular (260.371,06) entre as 

novilhas Nelore avaliadas apresentou peso ovariano abaixo da média (2,23g), como 

mostra a Figura 3. 

Figura 3. Número médio de folículos pré
novilhas Nelore (r=0,24; p>0,01)
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Número médio de folículos pré-antrais por ovário e peso ovariano de 
(r=0,24; p>0,01). Números de 1 a 12 representam os ovários.
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Entre as novilhas Angus avaliadas, a fêmea com maior população 

folicular (320.728,06) apresentou peso ovariano abaixo da média (4,84g). A novilha 

Angus com maior peso ovariano (9,30g) 

(33.797,87; Figura 4).

Figura 4. Número médio de folículos pré
novilhas Aberdeen Angus (r=0,14; p>0,01)
ovários.
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Entre os ovários avaliados, 38,6% (17/44) apresentaram folículos 

poliovulados (primordiais e primários). Os folículos poliovulados foram observados 

em ovários de fetos (n=3) e novilhas Nelore (n=3) e de fetos (n=6) e novilhas Angus 

(n=5). O número de oócitos dentro de um mesmo folículo variou entre dois e nove 

(Figura 5). Dos ovários que apresentaram folículos poliovulados, aproximadamente 

metade (8/17) apresentou população folicular ovariana acima da média, com valores 

entre 33.798 (novilha Nelore) e 1.090.140 (feto Angus) folículos pré-antrais. Também 

foram observados cordões celulares no ovário de duas novilhas Nelore, e no ovário 

de um feto e de uma novilha Angus. Aparentemente, não houve relação entre a 

presença dos cordões celulares e a quantidade de folículos presentes nos ovários. O 

número médio de folículos pré-antrais presentes nos ovários que apresentaram 

estas estruturas foi menor do que a média. Foram encontrados em média 36.789 e 

182.189 folículos pré-antrais por ovário de novilha Nelore, 121.529 folículos em feto 

Angus, e 91.673 em novilha Angus (Figura 5).



Figura 5. Secção histológica de ovário mostrando 
celulares. Folículos poliovulados no ovário 
Angus (B), e cordões celulares
(D). Estruturas identificadas como sendo uma camada de células da granulosa (CG) 
envolvendo vários núcleos de oócito (Nu). 
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lina (400x).
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4. DISCUSSÃO

Neste trabalho, apresentamos pela primeira vez um estudo 

comparativo entre a população de folículos pré-antrais de fêmeas Bos indicus e Bos 

taurus, considerando ovários de fetos e novilhas. Além de contribuir para uma 

melhor compreensão sobre quantidade e morfologia de folículos pré-antrais, 

demonstrou-se não haver diferença estatística entre fêmeas indicus e taurus. Assim, 

permanece a incógnita relativa a como fêmeas indicus produzem números tão 

superiores de oócitos na aspiração folicular, uma vez que não houve diferença na 

quantidade de folículos pré-antrais em fetos e novilhas. 

O número médio de folículos 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 clássicos sobre o tema. A 

diferença de aproximada de 20.000 folículos pode ser considerada pequena, por 

tratar-se de uma avaliação de centenas de milhares de estruturas por ovário, além 

da diferença entre raças. Considerando a semelhança quanto ao número de animais 

e faixa etária dos mesmos, admitimos uma concordância quanto aos nossos 

resultados e os de Erickson (1966), com uma estimativa ao redor de 120.000

folículos pré-antrais como sendo representativa para novilhas taurinas até 24 meses 

de idade.

Em relação à população de folículos pré-antrais em vacas Bos 

taurus indicus, Lucci et al. (2002) relataram média de 70.576 folículos por ovário de 

vacas Nelore, número bastante próximo aos 76.851 encontrado no nosso trabalho 

para novilhas. Apesar de não termos obtido relato na literatura especificamente com 

novilhas indicus, a comparação de nossos dados com os desses autores sugere um 

número médio entre 70.000 e 75.000 para fêmeas indicus após os 12 meses de 

idade. 

Não constatamos diferença estatística entre a população folicular 

pré-antral de novilhas indicus e taurus. No entanto, considerando os valores 

numéricos obtidos dos dados de Erickson (1966) e Lucci et al. (2002), parece haver 

uma concordância quanto a uma quantidade superior de folículos pré-antrais em 

novilhas taurus (120.000) quando comparadas com novilhas e vacas indicus
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(70.000), um diferença estimada de 40% a menos para as fêmeas zebuínas, 

proporção provavelmente mantida ao longo da vida reprodutiva dos animais. 

Esta diferença numérica foi encontrada também na população 

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 próximo 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 

folículos descritos por Tanaka et al. (2001) para fetos da raça Holandesa ao fim da 

gestação.  No entanto, a comparação de quantidade de folículos é bastante crítica 

durante a fase fetal, pois enquanto alguns autores demonstram claramente uma 

expressiva variação no número dessas estruturas conforme o período da gestação 

(Tanaka et al., 2001; Diniz et al., 2005), outros relatos mostraram o oposto 

(Carambula et al., 1999), particularmente após o quinto mês de gestação. Apesar 

desse contexto, nós obtivemos ovários de fetos entre seis e oito meses de gestação, 

período com menor tendência de variações na população dos folículos pré-antrais 

(Muranishi et al., 2002). Dessa forma, nossos dados apontam para uma 

superioridade numérica de folículos pré-antrais em fetos taurus, mesma situação 

identificada em novilhas, conforme descrito acima.

Para comparação da população de folículos na espécie bovina, 

acreditamos ser interessante a comparação numérica e não apenas a significância 

estatística, pois a variação entre indivíduos é extremamente grande, dificultando a 

aplicação de qualquer modelo estatístico. Os relatos de variação entre animais 

quanto ao número de folículos compreendem extremos desde zero a 700.000 

(Erickson, 1966) e situações semelhantes foram observadas por Tanaka et al. 

(2001). Em nosso experimento constatamos exatamente a mesma situação, pois os 

extremos para fetos foram 41.958 a 248.865 folículos (Bos indicus) e 50.326 e 

1.090.140 folículos (Bos taurus). Para novilhas observamos igualmente grande 

variação, com população de folículos entre 9.623 e 260.371 (Bos indicus) e entre 

33.798 e 320.729 folículos (Bos taurus). 

Esta grande variação individual quanto ao número de folículos 

parece ser constante ao longo da vida reprodutiva, pois há uma alta repetibilidade no 

número de folículos recrutados por onda na fase adulta (Burns et al., 2005), e a 

mesma observação foi efetuada na aspiração folicular para obtenção de oócitos in 

vivo (Pontes et al., 2009). Estes extremos no número de folículos pré-antrais 
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certamente facilitam a compreensão do fato de alguns animais produzirem centenas 

de oócitos em um único procedimento de aspiração folicular, tais como 251 (Seneda 

et al., dados não publicado) e 564 (Santos et al., 2005), embora estes elevados 

números de oócitos in vivo só tenham sido relatados para animais indicus (Pontes et 

al., 2009). Para fêmeas zebuínas, recentemente demonstrou-se que a variação na 

produção individual de oócitos parece estar relacionada com os genes GDF9, FGF8

e BMP15 (Biase et al., 2008). Estes autores reportaram um incremento de 2,26 ± 

1,08 oócitos somente por efeito do gene FGF8, e um possível aumento de 7,36 ± 

1,12 oócitos 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 variações individuais apresentam 

números bastante superiores aos citados por estes autores. 

Independente desta variação individual, ressaltamos que a 

comparação numérica dos menores e maiores valores de folículos pré-antrais, para 

fetos e novilhas, mostra uma superioridade absoluta dos números referentes a Bos 

taurus. Consideramos esta observação bastante interessante, pois reflete 

exatamente o oposto da situação observada na aspiração folicular in vivo, quando 

há uma superioridade incontestável das fêmeas Bos indicus, cuja produção de 

oócitos tende a ser quatro vezes maior do que Bos taurus (Thibier, 2004; Rubin et 

al., 2005, Pontes et al., 2009). De acordo com nossos resultados, o número de 

folículos estabelecido na fase fetal não explica esta superioridade de fêmeas indicus

na produção in vivo de oócitos e provavelmente há outros mecanismos envolvidos 

no processo. 

A constatação de fêmeas indicus apresentarem mais ondas 

foliculares (Viana et al., 2000) e mais folículos recrutados por onda (Carvalho et al., 

2008) torna a questão mais intrigante, pois isto deveria representar maior quantidade 

de folículos pré-antrais, pois há uma alta regularidade no número de folículos 

recrutados por onda (Burns et al., 2005). Uma possível explicação poderia ser uma 

taxa diferente de atresia folicular entre fêmeas taurus e indicus. Uma taxa elevada 

de atresia folicular naturalmente possui relação com o declínio da reserva folicular 

(Krysko et al., 2008), e talvez fêmeas taurus apresentem uma taxa mais elevada de 

atresia folicular, embora isto não tenha sido amplamente estudado. 

Neste contexto, parece oportuno mencionar a hipótese de neo-

foliculogênese ou renovação folicular pós-natal, apresentada recentemente por 
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Johnson et al. (2004 e 2005). Esses autores sugerem a diferenciação de células-

tronco da medula óssea em células germinativas. Embora a controvérsia sobre a 

questão (Eggan et al., 2006), o conceito de formação de oócitos viáveis a partir de 

células tronco já foi demonstrado por outros pesquisadores (Dyce et al., 2006).

O peso do ovário fetal normalmente está estabelecido após o sexto 

mês de vida fetal, pois o crescimento do estroma, multiplicação de oogônias e 

formação de vasos sanguíneos ocorrem antes desse período (Muranishi et al., 

2002). Em relação ao peso e quantidade de folículos pré-antrais, nossos resultados 

mostraram uma correlação muito baixa para animais Nelore e novilhas Angus. A 

literatura é escassa em vincular o peso dos ovários a folículos pré-antrais, mas em 

relação a folículos antrais, ovários de fêmeas indicus apresentaram igualmente baixa 

correlação entre o peso ovariano e a quantidade de oócitos produzidos (Fernandes 

et al., 2001). Apesar deste contexto nas categorias mencionadas, para fetos Angus 

houve uma alta correlação entre o peso dos ovários e a quantidade de folículos pré-

antrais (r=0,94; p=0,0006; Figura 2). É interessante notar também que fetos taurus

apresentaram o maior número (1.090.140) de folículos de todas as categorias. Já 

para fetos Nelore observou-se uma grande amplitude nos valores de pesos dos 

ovários (Figura 1), sem qualquer relação com a população folicular. Considerando a 

escassez de relatos semelhantes na literatura e a complexidade dos mecanismos 

em atividade na gônada fetal neste período (Diniz et al., 2005), torna-se difícil propor

uma explicação para esta divergência observada entre fetos taurus e indicus e 

mesmo entre fetos e novilhas Angus.

Dentre os ovários de fetos e novilhas, taurus e indicus, avaliados 

neste trabalho, 38,6% (17/44) apresentaram as estruturas denominadas “folículos 

poliovulados” (Lucci et al., 2002), ou seja, estruturas multinucleadas delimitadas por 

uma membrana, conforme ilustrado na Figura 5. Para a raça Nelore, tais estruturas 

já foram descritas em vacas, na proporção de 83% (5/6), por Lucci et al. (2002) e em 

fetos no primeiro trimestre de gestação, durante a oogênese, como “ninhos de 

oogônias” (Diniz et al., 2005). No início da vida fetal, tais estruturas também já foram 

reportadas em humanos (Gondos et al., 1971) e sob a denominação de “cistos” 

(Pepling et al., 2006). Enquanto as células germinativas estão se dividindo para 

formar os “cistos” ou “ninhos”, ocorre interação das mesmas com células da pré-

granulosa, originando cordões ovarianos, os quais são mantidos até a formação dos 

folículos primordiais (Odor & Blandau, 1969; Byskov, 1986; Hirshfield, 1991; Guigon 
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& Magre, 2006). Desta forma, é fato intrigante a observação de tais estruturas na 

fase fetal tardia e, principalmente, em novilhas, como constatado neste trabalho para 

fêmeas taurus e indicus, e em vacas indicus, conforme relatado por Lucci et al. 

(2002).

Além dos folículos poliovulados, também observamos em novilhas 

Nelore e fetos e novilhas Angus, a ocorrência de cordões celulares semelhantes aos 

cordões foliculares (Figura 5), descritos para a organização das células germinativas 

com as células da pré-granulosa em cordões ovarianos. A literatura relata tal 

ocorrência apenas na primeira parte da vida fetal (Diniz et al., 2005), e 

desconhecemos possíveis explicações para este achado. Tanto os folículos 

poliovulados quanto os cordões celulares encontrados neste trabalho poderiam ser 

sugestivos de alguma atividade de renovação folicular, uma vez que estas estruturas 

são típicas do início da foliculogênese. Mas certamente métodos mais precisos são 

necessários para investigações desta natureza. É interessante notar que, 

aparentemente, não houve qualquer relação entre a presença destas estruturas e a 

quantidade de folículos ovarianos pré-antrais, confirmando a necessidade de mais 

estudos sobre este achado. 

Concluindo, nossos resultados mostraram que não houve diferença 

significativa entre a população de folículos pré-antrais de fetos e novilhas Bos taurus 

e Bos indicus. Assim, admitimos que deve haver outra diferença entre fêmeas Bos 

indicus e Bos taurus, que não seja a população de folículos pré-antrais, para 

justificar a diferença encontrada na produção de oócitos. Identificamos ainda uma 

expressiva variação individual na quantidade de folículos pré-antrais entre todas as 

categorias estudadas. Finalmente, relatamos a ocorrência de aglomerados atípicos 

de folículos, em forma de ninhos e cordões, os quais são classicamente citados 

durante o início da fase fetal. 
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6 DISCUSSÃO GERAL

Apesar de já ter sido amplamente estudada, a foliculogênese ainda 

apresenta muitos aspectos a ser esclarecidos. Sabe-se que os folículos ovarianos 

pré-antrais representam a maior parte da população folicular ovariana e que são 

responsáveis pela renovação dos folículos antrais. Entretanto, apesar da importância 

dos folículos pré-antrais na foliculogênese, existem ainda muitas dúvidas sobre os 

mecanismos de ativação e o desenvolvimento dos mesmos.

A partir da maior difusão da produção in vitro de embriões, 

descobriu-se um aspecto bastante peculiar de fêmeas zebuínas, a elevada produção 

de oócitos obtida in vivo naturalmente a partir de fêmeas Bos indicus, quando 

comparada com fêmeas Bos taurus. Entretanto, ainda não existe uma explicação 

para esta diferença na fisiologia reprodutiva entre fêmeas Bos indicus e Bos taurus, 

o que certamente motiva os estudos sobre foliculogênese em fêmeas zebuínas.

Novas teorias têm sido propostas sobre a origem e o 

desenvolvimento dos gametas femininos. A possibilidade de formação contínua de 

folículos e oócitos apresenta-se como hipótese extremamente interessante e a  

hipótese da diferenciação das células-tronco em oócitos por mecanismos 

epigenéticos parece ser bastante promissora. Estas evidências sugerem algo novo 

no campo do conhecimento fundamental da foliculogênese, certamente com reflexos 

aplicados na MOIFOPA, TE, FIV, IATF, e em todo segmento da reprodução. 

Uma comparação entre a produção de oócitos de fêmeas Bos 

taurus, Bos indicus e produtos do cruzamento taurus-indicus foi apresentada no 

Artigo 2.  O melhoramento genético e o cruzamento racial têm sido utilizados como 

ferramentas auxiliares na obtenção in vivo de oócitos e na produção in vitro de 

embriões. Diversos trabalhos já apresentaram informações sobre a produção de 

oócitos a partir de fêmeas Bos indicus, Bos taurus e produtos do cruzamento taurus-

indicus. Analisando-se estes trabalhos, dois aspectos chamaram-nos a atenção, por 

ocorrer na quase totalidade dos trabalhos compilados. Comparações entre diferentes 

raças e entre raças e cruzamentos raciais são raros. Além disso, o número de 

aspirações foliculares apresentados nos trabalhos da literatura é relativamente 

baixo. Por essas informações, apresentamos dados de um número expressivo de 

aspirações foliculares e comparamos a produção de oócitos entre taurus, indicus e 
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produtos do cruzamento taurus-indicus.  Os resultados obtidos no presente trabalho 

mostram que a produção de oócitos de fêmeas Bos indicus foi maior em relação a 

Bos taurus. Os produtos do cruzamento taurus-indicus apresentaram a maior 

produção de oócitos em relação a fêmeas Bos taurus e Bos indicus. Entretanto, com 

o aumento do grau de sangue Bos taurus, a produção de oócitos apresentou-se 

menor.

O Artigo 3 trouxe uma contribuição significativa aos resultados 

obtidos no artigo anterior. Diversos trabalhos foram conduzidos com o objetivo de 

aumentar a eficiência na recuperação de oócitos por aspiração folicular. Dessa 

forma, existem diversos trabalhos na literatura sobre o desenvolvimento de folículos 

antrais. Entretanto, existem poucas informações sobre o desenvolvimento dos 

folículos pré-antrais, responsáveis pela renovação de folículos antrais ovarianos. Os 

dados de literatura apontam para uma superioridade de fêmeas Bos indicus em 

número de oócitos produzidos in vivo em relação a fêmeas Bos taurus.

Considerando-se que 99,9% dos folículos sofrem atresia, seria difícil explicar esta 

alta produção de oócitos obtidos sem uma correspondente maior população de 

folículos pré-antrais. A partir destas informações, apresentamos neste trabalho uma 

comparação entre a população de folículos pré-antrais de fêmeas Bos taurus e Bos 

indicus. Os resultados obtidos mostraram que as populações foliculares de fetos e 

novilhas Bos taurus e Bos indicus foram semelhantes. O número de folículos pré-

antrais por ovário apresentou uma grande variação entre indivíduos da mesma 

categoria e entre as raças analisadas. Dessa forma, existem animais que 

apresentaram uma grande quantidade de folículos pré-antrais por ovário e outros 

com populações foliculares abaixo da média. Dada a importância dos folículos pré-

antrais no processo de foliculogênese, e também na produção in vitro de embriões, 

consideramos que os resultados obtidos vão contribuir para a elucidação de 

aspectos ainda obscuros.  

Finalizando, estamos convictos de que os resultados obtidos neste 

trabalho constituem mais um passo rumo ao avanço e compreensão dos eventos 

implicados na foliculogênese. Deve haver alguma diferença entre fêmeas Bos taurus 

e Bos indicus, excluindo-se a população folicular ovariana, que justifique a alta 

produção de oócitos obtidos naturalmente de fêmeas Bos indicus.
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7 CONCLUSÕES   

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

 As novas teorias propostas sobre a origem e o desenvolvimento 

dos gametas femininos sugerem algo novo, entretanto, mais investigações são 

necessárias para confirmar sua existência ou refutá-las definitivamente; 

 A produção de oócitos obtidos in vivo de fêmeas Bos taurus 

indicus foi maior em relação a Bos taurus taurus. Entretanto, os produtos do 

cruzamento 1/2 taurus- 1/2 indicus apresentaram a maior produção de oócitos, e o 

maior grau de sangue taurus proporcionou uma redução na produção de oócitos 

obtidos de 3/4  taurus- 1/4 indicus;

 Fetos e novilhas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus

apresentaram população folicular ovariana semelhante. A população de folículos 

pré-antrais apresentou uma grande variação entre indivíduos da mesma categoria e 

entre as raças analisadas. Houve uma baixa correlação entre a população folicular e 

o peso ovariano, exceto para fetos Bos taurus, cuja correlação foi alta;  

 A investigação da população de folículos pré-antrais ovarianos 

não foi suficiente para explicar a maior produção de oócitos obtidos in vivo a partir de 

fêmeas Bos taurus indicus em relação a Bos taurus taurus.
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