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RESUMO

O boto cinza, Sotalia fluviatilis, ¢ uma espécie de cetdceo costeira ameacada pela pesca
artesanal, sendo necessario um estudo da biologia reprodutiva, para a administracdo e
conservacdo das populacdes que estdo sujeitas a mortalidade por acdo antrépica. O estudo de
foliculos pré-antrais in sifu permite uma melhor compreensdo da fase pré-antral da
foliculogénese, pouco conhecida nos ceticeos em geral, e totalmente desconhecida em S.
fluviatilis. A andlise quantitativa de foliculos pré-antrais foi realizada enm ovérios de S.
fluviatilis recuperados na costa do Ceard entre 1997-1999. A idade dos exemplares em estudo
variou de 0 a 23 anos, com idade de maturacdo sexual acima de 6 anos. A populagdo folicular
pré-antral analisada, apresentou-se totalmente degenerada, possivelmente em decorréncia do
tempo “pds-mortem”. Ainda assim, foram observadas diferencas significativas entre os estagios
de maturacdo sexual, onde animais imaturos apresentaram uma média de 1.162.460 foliculos,
enquanto os exemplares maturos apresentaram em média 66.270 foliculos. Em relagcdo a
posicdo anatomica do ovdrio foi observado que, em média, o ovario esquerdo apresentou um
nimero mais elevado de foliculos quando comparado ao lado direito. Essa diferenca foi
significativa somente para animais imaturos. Ndo houve uma diferenca significativa com
relacdo ao peso do ovdrio direito e esquerdo dos exemplares imaturos e maturos. O nimero de
foliculos apresentou uma relacdo uma relacdo negativa com a idade e peso do ovario, embora
0 peso tenha apresentado uma relagdo positiva com a idade. Tais resultados mostraram que a
populacdo folicular de S. fluviatillis pode ser afetada por diversos fatores, entre eles estdgio
reprodutivo, idade, peso ovariano e posi¢do anatdomica do ovdrio. Os dados quantitativos da
foliculogénese descrito neste trabalho poderdo servir como pardmetro para futuros estudos in
vivo ou in vitro da foliculogénese em S. fluviatilis. Desta forma, novas informagdes acerca dos
foliculos pré-antrais de S. fluviatilis poderdo ser obtidos, gerando oportunidade para a
realizacdo de novas pesquisas, visando a elucidacdo da foliculogénese da fase pré-antral na
espécie, o que contribuird no futuro para um melhor aproveitamento do seu potencial

oocitario.

Palavras-chave: Foliculo pré-antral. Oocito. Reproducao. Ovério. Sotalia fluviatilis.




ABSTRACT

Tucuxi, Sotalia fluviatilis, a coastal cetacean species threatened by artisanal fishing, needs a
reproductive biology study in order to manage and preserve the populations subject to
mortality for antropic action. A in situ of the preantral follicles allows a better understanding of
the preantral phase of the folliculogenesis, little known in cetaceans and totally unknown in S.
Sfluviatilis. Quantitative analysis of the preantral follicle was made in ovarian of S. fluviatilis
recovered on the Ceara coast between 1997-1999. The age of the studied sample varied from 0
to 23 years, being sexual maturation above 6 years. The population preantral follicular
analysed, was completely degenerate, possibly because of “pos-morten” time. Even so,
significant difference were observed among sexual maturation stage, whwere immature animals
showed na averege of 1.162.460 follicles, while in matures animals the averege was 66.270
follicles. Due to anatomic position of the ovarian, it was observed that the left ovarian had a
higher number of follicles when compared to the right one. This difference was significant only
for immature animals. There wasn’t a significant difference related to weight of right and left
ovarian of mature and imature sample. Number of follicles showed a negative relation with age
and weight of the ovarian, although weight had a positive relation with age. These results
indicate that the population follicular fo S. fluviatilis may be affected by many factors such as:
reproductive stage, age, ovarian weight and anatomical position of the ovary. Quantitative data
of the foliculogenisis described can be used as a parameter for future studies in vitro or in vivo
of the folliculogenisis of S. fluviatilis. From this, new information about preantral follicles of S.
fluviatilis can be acquired, leading to new reserch to explain the folliculogenese of preantral

follicles phase of the species, contributing to a better utilization of oociterio potencial.

Keywords: Preantral follicles. Oocyte. Reproduction. Ovary. Sotalia fluviatilis.
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1 INTRODUCAO

A ordem Cetédcea, que compreende botos, golfinhos e baleias, é a mais numerosa e
diversificada entre os mamiferos marinhos. Nesta ordem est@o incluidos os pequenos ceticeos,
que pertencem a subordem Odontoceti constituida por ceticeos com dentes (WATSON,
1985). O boto-cinza, Sotalia fluviatilis (conhecido por tucuxi na regido amazodnica), é a
espécie de pequeno ceticeo mais ameagada pela atividade da pesca artesanal no estado do
Ceard (ALVES-JUNIOR et al., 1996). Por esta razdo, o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis), apesar de a considerar como uma das espécies
da fauna Brasileira ainda insuficientemente conhecidas, ja estabeleceu um plano de acdo para
sua preservacao (IBAMA, 1998).

Os cetdceos, apesar do seu importante papel como indicadores uteis da
produtividade e “saide” dos ecossistemas, estdo entre os vertebrados menos estudados no
mundo. Isto é devido a grande dificuldade para obtencdo de dados, quer sejam anatdmicos,
fisiol6gicos ou etolégicos. E também por serem animais aquéticos € ndo estarem sujeitos a
pesca comercial. (KATOMA & WHITEHEAD, 1988)

Anualmente, cerca de 100.000 espécimens de cetidceos sdao capturados
acidentalmente em aparelhos de pesca no mundo inteiro, resultando, na maioria dos casos, na
morte desses animais (DI BENEDITTO, 1997). A maior parte das informacdes sobre a
biologia de muitas espécies de cetdceos sdo provenientes de exemplares capturados
acidentalmente em redes de pesca ou encalhados acidentalmente na costa.

Segundo HOHN et al. (1985), a estimativa da idade e o estudo da biologia
reprodutiva sdo importantes para fornecer informagdes para a administracdo de populagdes
que estdo sujeitas 4 mortalidade por acdo antrépica. Vérios trabalhos tratam da biologia
reprodutiva de cetdceos, mas apenas HARRISON & BROWELL (1971), HARRISON et al.
(1972), BEST & Da SILVA (1984), RAMOS (1997) e ROSAS (2000) estudaram os
parametros reprodutivos de S. fluviatilis. Estudos sobre foliculos ovarianos pré-antrais e
antrais em S. fluviatilis nao foram publicados até o momento.

O ovédrio dos mamifero, de um modo geral, contém milhares de foliculos em
diferentes estdgios de desenvolvimento, entretanto 99,9% desses foliculos morrem ou tornam-
se invidveis (atresia) durante a vida reprodutiva da fémea, reduzindo desse modo, o potencial

reprodutivo do animal (RODRIGUES et al., 1998).
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O estudo de foliculos pré-antrais in situ, permite uma melhor compreensao da fase
pré-antral da foliculogénese, pouco conhecida em cetdceos, e totalmente desconhecida em S.
fluviatilis, podendo também contribuir em estudos futuros, dando subsidios para a utilizagdo
da biotécnica de manipulacdo (isolamento, criopreservacdo e cultivo) de foliculos ovarianos
pré-antrais. Esta nova biotécnica tem como objetivo, maximizar a utilizacdo do potencial
oocitario das fémeas de mamiferos de alto valor genético, bem como daqueles em via de

extin¢gdo (FIGUEIREDO et al., 1995a), como € o caso de S. fluviatilis.
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar aspectos da biologia reprodutiva, com
énfase no estudo da populacdo de foliculos pré-antrais, de Sotalia fluviatilis, espécie
supostamente ameacgada pela pesca artesanal do estado do Ceard. Pode também fornecer
subsidios, para estudos futuros da biotécnica de manipulacdo de foliculos pré-antrais, utilizada

para espécies em perigo de extingao.

2.1 Objetivos Especificos

1. Analisar quantitativamente a populacio folicular pré-antral in situ da espécie S.
Sfluviatilis;

2. Comparar as populacdes folicularespré-antral entre os ovdrios direito e
esquerdo;

3. Estudar o efeito da fase reprodutiva da fémea de S. fluviatilis (animais

imaturos e maturos), peso ovariano e idade sobre a populacdo de foliculos pré-antrais.
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3 Revisao de Literatura

3.1 Descri¢iao da Espécie Estudada

O boto cinza, Sotalia fluviatilis (GERVAIS, 1853) ¢ um delfinideo que na sua
morfologia externa apresenta uma coloragdo azulada ou acinzentada escura na regido dorsal e
nadadeiras, passando a cinza claro, rosado ou branco na regido ventral. Os animais desta
espécie apresentam uma listra que vai do olho até a nadadeira peitoral e nas dreas mais claras
na regido ventral das nadadeiras, e possuem uma demarcacdo ténue entre o rostro e a fronte.
As nadadeiras peitorais sdo longas e largas e a dorsal é pequena e triangular (BOROBIA &
SERGEANT, 1989; SIMOES-LOPES & XIMENES, 1990; JEFFERSON et al., 1993).
Exemplares desta espécie apresentam comprimento corpdéreo geralmente inferior a 2,0 m,
sendo considerado um dos menores delfinideos. No tocante a dieta, alimentam-se de
cefalépodes e peixes peldgicos e demersais. A maioria dos peixes consumidos, habita dguas
rasas e com fundo de lama e/ou areia, ou vivem em ambientes estuarinos (BOROBIA &
BARROS, 1989; BOROBIA et al., 1990).

Segundo BOROBIA et al. (1991) a espécie Sotalia fluviatilis apresenta dois
ecOtipos: um marinho e outro fluvial. O ecétipo fluvial € endémico da bacia do Rio Amazonas,
encontrado desde Belém, no Brasil, até os rios do territério peruano (DA SILVA & BEST,
1996). Quanto ao ec6étipo marinho, este apresenta uma ampla distribuicdo ao longo da costa
tropical e subtropical das Américas do Sul e Central, sendo registrado desde Floriandpolis,
Santa Catarina, Brasil (27°35’S; 48° 34’W) ( SIMOES-LOPES, 1988) até Honduras (15°
58’N; 85°42’W) (DA SILVA & BEST, 1996).

A diferenciacdo entre essas dois ecOtipos, baseia-se na morfometria externa e dssea
entre os individuos, sendo os da forma marinha maiores (BOROBIA, 1989; DA SILVA &
BEST, 1996). Recentemente, estudos comparando as sequéncias de DNA mitocondrial de
exemplares do ecétipo fluvial e espécimes marinhas, de cinco diferentes localidades do litoral
brasileiro, sugeriram que ambos sejam geneticamente distintos a nivel populacional
(FURTADO-NETO 1998; FURTADO-NETO, 2000)

De acordo com BEST & DA SILVA (1984) o ecétipo fluvial apresenta um
periodo de gestacdo de dez meses, com nascimentos aparentemente sazonais, com picos entre
outubro e novembro. A maturidade sexual para os machos e fémeas, é atingida com

comprimento do corpo de 140 cm, e entre 128,5 cm e 138,5 cm, respectivamente.
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Para a forma marinha, a maturidade sexual ocorre apds o sexto ano de vida, em
machos com mais de 180 cm e em fémeas com mais de 170 cm. Possuem um periodo de
gestacdo de doze meses, com nascimentos estimados entre os meses de dezembro e fevereiro
(RAMOS, 1997).

Embora, a forma marinha seja muito freqiiente na costa Sudeste do Brasil,
informagdes sobre seus ciclos reprodutivos sdo escassos. Caracteristicas do crescimento e da
biologia reprodutiva dessa espécie foram estudadas em espécimens encontrados mortos nas
praias ou em redes de pesca em S@o Paulo, Rio de Janeiro Parand, Brasil (SCHMIEGELOW,
1990; ZANELATO et al., 1996; RAMOS, 1997;). Tanto a forma marinha como a fluvial, sao
vitimas muito comuns das redes de pesca, onde acabam emalhadas acidentalmente
(MONTEIRO-NETO, 2000).

Individuos dessa espécie tem sido avistados em diversas localidades da costa do
estado do Ceard, (ALVES-JUNIOR et al., 1996), apresentando uma interacdo competitiva
junto as artes de pesca. Isto leva geralmente ao emalhamento e morte desses animais,
acarretando impactos negativos na manuten¢do de tal populagio (MONTEIRO-NETO, 1993;
MONTEIRO-NETO, 2000).

Considerando que a forma marinha apresenta hébitos tipicamente costeiros, €
costuma ocorrer em baias e desembocaduras de rios (BOSSENECKER,1978), a espécie vem
sofrendo impactos decorrentes da destruicio do meio ambiente pela ocupacdo humana, seja
por poluicdo, assoreamento de rios e estudrios ou destruicio de manguezais, devido ao
desenvolvimento do turismo (BOROBIA & ROSAS, 1991; HETZEL & LODI, 1993). A
magnitude desses impactos em populagdes locais, somados ao potencial de expansdo da
atividade pesqueira, sdo ainda desconhecidos.

PERRIN (1988) mencionou que algumas populacdes da espécie na regido
Amazonica encontram-se em risco de extin¢do. A espécie também foi listada na Convengdo do
Acordo Internacional de Espécies em Perigo da Fauna e Flora Selvagem - Apendice I,
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora - CITES)
desde 1982 como insuficientemente conhecida pela Unido de Conservacdo Mundial (World
Conservation Union) - IUCN (KLINOWSKA, 1991), e incluida na lista do IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis) das espécies da fauna
Brasileira insuficientemente conhecida e presumivelmente ameacada de extingdo. Sotalia
fluviatilis € protegida, no Brasil pela Lei Federal das Pescas (Decreto Lei N° 73632 de
fevereiro de 1967).
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3.2 Determinacio da Idade em Pequenos Cetaceos

As espécies de cetdceos odontocetos sdo monofiodontes e geralmente
homodontes, apresentando um padrdo repetitivo de crescimento em todos os dentes
(MYRICK, 1991). Nessas espécies, o dente consiste de trés elementos estruturalmente
diferentes, esmalte, dentina e cimento (VAN UTRECHT, 1981). Estes elementos sio
depositados com regularidade em camadas de crescimento, representando um registro natural
do processo de desenvolvimento do animal (BOYDE, 1980). O esmalte é formado no estagio
ainda fetal sendo completamente concluido antes do nascimento, portanto ndo pode ser
utilizado para determinacdo da idade (OHSUMLI, et al., 1971).

Simultaneamente ao inicio da formacdo do esmalte, inicia-se a deposicdo de
dentina pré-natal, representando um registro de grande parte da vida fetal (BOYDE, 1980).
Com o nascimento, a deposicao de dentina (dentina pds-natal) continua lentamente e durante
toda a vida do animal ou até que a cavidade polpar seja obstruida (MYRICK, 1991). A
deposicao das camadas de cimento ocorre no espaco do alvéolo dentério, durante toda a vida,
representando junto com a dentina pd-natal, um registro continuo da vida apds o nascimento
(MYRICK, op. cit. ).

Segundo MYRICK op. cit, a deposicdo das camadas de dentina e de cimento,
ocorrem ao mMesmo tempo € ha mesma sequéncia, seguindo o mesmo padrdo em todos os
dentes de um individuo.

A contagem das camadas de dentina e de cimento em dentes de pequenos ceticeos,
para se estimar a idade, foi definida pela International Whaling Commission (IWC, 1980) como
“Grupo de Camadas de Crescimento” (“Growth Layer Group” — GLG). Em geral, uma GLG
corresponde a quantidade de tecido acumulado durante um ano (CRESPO et al., 1994). Este
método tem sido utilizado para a determinacdo de idade de vdrias espécies de pequenos
cetdceos, como Stenella attenuata, S. coeruleoalba, Tursiops truncatus e Phocoena sinus
(SERGEANT et al., 1973; KASUYA, 1976; PERRIN et al., 1976; COCKCROFT & ROSS,
1989; HOHN et al., 1989, 1996).

Para a forma marinha de Sotalia fluviatilis, VAN UTRECHT (1981) foi o primeiro
a fazer citacdo sobre a leitura das camadas de crescimento, observando uma deposi¢do nao
paralela de dentina em cortes (120pum) de dentes de animais com mais de sete anos de idade.
No entanto, BOROBIA (1989) realizando cortes de 75um nao observou tal deposi¢cdo, e

sugeriu o uso de sec¢Oes mais finas, para tornar mais precisa a determinacido de idade em S.
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fluviatilis . Posteriormente, a técnica de seccoes finas foi utilizada para determinacdo de idade
de individuos que ocorreram nos litorais de Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parand

(SCHMIEGELOW, 1990; RAMOS, 1997; ZANELATTO et al.,1996).

3.3 Morfologia do Ovario em Cetaceos

Os ovdrios em cetdceos, assim como nos demais mamiferos, sdo Orgios pares,
situados no lado dorso lateral da cavidade abdominal, exatamente caudal aos rins. Possuem
uma superficie lisa quando em anestro e uma forma ovalada (SLIJPER, 1966; PEI-XUN et al,
1984; BANKS, 1992). Apresentam-se revestidos por um epitélio superficial, e como na
maioria dos animais, sdo formados por duas zonas diferentes: o cortex ou zona parenquimal, e
a medula ou zona vascular (BANKS, 1992).

A regido cortical contém grande quantidade de células e tecidos em atividade,
sendo os mais importantes os foliculos ovarianos atrésicos e nao atrésicos, corpos liteos,
corpos dlbicans, células intersticiais, nervos, fibroblastos e vasos sanguineos (Figura 1)
(HAFEZ, 1995; MURDOCH, 1996; PERRIN & DONOVAN, 1984), Ao redor do cértex ha
uma densa cdpsula de tecido conjuntivo ou tinica albuginea. A medula é caracterizada pela
presenca de grandes vasos sanguineos, linfaticos, nervos e algumas estruturas embriondrias
remanescentes (BANKS, 1992), sendo essa regido responsdvel pela nutricdo e sustentacdo do

ovario (SMITH et al., 1994).
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Figura 1- Diagrama esquematico do ovario de mamifero.
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Corpo albicans
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Fonte: Adaptado de MURDOCH, 1996

A respeito da funcionalidade do ovario em cetdceos, SLIJPER (1958) descreve
que nos odontocetos, o ovdrio esquerdo € mais funcional, o que foi confirmado pelo estudo de
SERGEANT (1962), que observou 43 ovdrios de Globicephala melaena, dos quais 70%
apresentavam o ovario esquerdo mais funcional. Ja nos misticetos, OHSUMI (1964) observou
que ambos os ovdrios sdo funcionais, ao contrario dos delfinideos, onde ocorrem dois casos: a)
a funcionalidade do ovdrio direito ocorre pouco mais tarde que no ovdrio esquerdo,
(Delphinapterus leucus, Grampus griseus, Globicephala melaena, G. scammoni, Orcinus
orca e Feresa attenuata); b) o ovério esquerdo é funcional por um tempo relativamente longo
(Phocaenoide dalli, Lagenorhychus obliquidens, Tursiops truncatus, Delphinus delphis,
Stenella attenuata e Stenella caeruleoalba).

O oviario exerce duas fungbes importantes: uma enddcrina, sob a influéncia,
principalmente, dos hormonios adeno-hipofisarios FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH
(hormonio luteinizante), envolvendo a producdo de estrogeno, progesterona e diversos
peptideos; e outra funcdo exdcrina, que estd relacionada com a produgdo e liberagdo dos
gametas femininos, resultado de dois fendmenos que ocorrem no ovdrio, a oogénese e a
foliculogénese. Essas duas fun¢des sdo interdependentes, complementares € necessirios para o

sucesso da reproducdo (BANKS, 1992; RODRIGUES,1997).
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3.4 Oogénese

A oogénese € melhor definida como o processo de desenvolvimento e
diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGP) culminando com a formacgdo do
odcito hapl[oide fecundado (BAKER, 1982; RUSSE, 1983). Tal processo, nos mamiferos, é
iniciado durante a vida fetal, desenvolvendo-se por meses ou anos nos animais adultos. As
células germinativas primordiais, migram para as cristas germinativas do endométrio do saco
vitelineo e dentro do ovério se multiplicam ativamente (WASSARMAN, 1988; BANKS, 1992;
GORDON, 1995).

De acordo com MONNIAUX (1997), a oogénese envolve trés fases: a fase de
proliferacdo; a fase meidtica de formacdo do odcito primdrio, e a fase de degeneracdo das
células germinais. Da dltima divisdo das células germinativas primordiais surgem duas células
germinais com diferentes funcdes. Imediatamente, uma célula germinativa, inicia a mitose
dando origem a células oogoniais e a outra permanece na interfase dividindo-se periodicamente
dando origem a novas células germinativas primordiais que irdo se diferenciar em oogdnias
(RUSSE, 1983). As oogonias dividem-se repetidas vezes e quando entram na préfase da
primeira divisdo meidtica, se transformam em ovdcitos primdrios antes, ou logo depois do
nascimento na maioria das espécies (BANKS, 1992; HILSCHER apud AMORIM, 1998). Na
meiose, 0s odcitos avancam para os estdgios de leptéteno, zigéteno, paquiteno e dipléteno
(HIRSHFIELD, 1991).

Durante a profase I da meiose, os odcitos, ja chamados de odcitos primarios,
sofrem degeneracdo e reducdo do seu nimero (HIRSHFIELD op. cit.). Os odcitos que
sobrevivem a degeneracdo sdo detidos no estigio diploteno da primeira divisdo meidtica
(MONNIAUX et al., 1997), permanecendo assim até atingir a puberdade.

Um pouco antes da ovulagdo, em resposta ao pico pré-ovulatério de FSH/LH, o
odcito reinicia o processo de meiose (DOWNS, 1993), seguindo os estdgios de metéfase I,
andfase I e teléfase I, onde ocorre a expulsdo do primeiro corptsculo polar, levando a
formacdo do odcito secundario (BETTERIDGE et al., 1989). Em seguida, inicia-se a segunda
divisdo meidtica (divisdo equacional), ndo passando o odcito secunddrio pelo estigio de
profase e seguindo diretamente a metase II. Ocorre entdo uma segunda interrup¢do da meiose,
entrando o odcito no segundo periodo de repouso (BETTERIDGE et al., 1989, GORDON,
1995).
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A retomada da meiose ocorrerd somente se o odcito for fertilizado. Ocorrendo a
fertilizacdo, o odcito completard a meiose com o segundo corpusculo polar sendo eliminado

(BAKER, 1982; BETTERIDGE et al., op cit.), finalizando o processo de oogénese.

3.5 Foliculogénese

A foliculogénese € um processo fisioldgico, que ocorre simultaneamente a
oogénese. Corresponde a ativacdo, crescimento e maturacdo folicular, desde o estagio de
foliculos primordiais até o estagio de foliculos pré-ovulatérios (FIGUEIREDO et al., 1995a).

Um foliculo ovariano € uma agregacao esférica de células que contém o gameta em
desenvolvimento, sendo considerado como a unidade morfofuncional do ovario de mamifero.
O foliculo apresenta duas fungdes: proporcionar o ambiente ideal para o crescimento e a
maturagdo do odcito e a producdo de hormdnios tanto esterdides como peptideos (BANKS,
1992).

Durante a odgenese, as oogdnias entram na profase I da primeira divisdo meidtica
se transformam em odcitos primdrios. Concomitantemente a diferenciacdo dos odcitos
primdrios, uma camada tnica de cé€lulas epiteliais achatadas, as células foliculares, se associam
e circundam o odcito primdrio. Neste estdgio, o complexo € conhecido como foliculo
primordial (BAKER, 1982; BANKS, 1992; DOWNS, 1993; FORTUNE, 1994). Entretanto,
quando os foliculos primordiais sdo formados, ocorre uma parada da meiose em préfase I do
odcito, e entram no periodo quiescentes por meses ou anos (BAKER, op. cit.; HIRSHFIELD,
1992).

Pouco se conhece sobre os fatores que irdo permitir que alguns foliculos
primordiais entrem em crescimento enquanto outros permanecam inertes. Nem todos os
foliculos primordiais sdo produzidos igualmente, diferindo na linhagem celular da populagdo
das células foliculares e no tempo de duracdo do desenvolvimento embriondrio, quando seus
odcitos entram em meiose. Cada foliculo primordial € dotado de uma tnica combinac¢io dessa
caracteristicas (HIRSHFIELD, 1992).

Segundo MARIANA et al. (1991) e MONNIAUX et al. (1997), a populagdo de
foliculos primordiais € heterogénea. Tal heterogeneidade na composicio de suas células
foliculares dos foliculos primordiais pode explicar a grande diversidade no comprimento do

periodo de dorméncia dos foliculos no pool dos foliculos primordiais (HIRSHFIELD, 1992).
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De acordo com MARIANA et al. (1991) e FORTUNE (1994), alguns foliculos
primordiais sdo ativados durante a vida fetal em algumas espécies como primatas e ruminantes
(RUSSE, 1983), mas em outras, esta ativacdo somente comegara a partir do inicio do periodo
neonatal, como em rodentos e coelhos. A proliferacdo celular € retomada somente quando o
foliculo primordial quiescente comeca a crescer, meses ou anos apds a sua formacgdo
(HIRSHFIELD, 1991).

A ativacdo dos foliculos primordiais corresponde a passagem dos foliculos do pool
de reserva para o pool de foliculos em crescimento. Os mecanismos envolvidos na ativagdo do
crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo dos foliculos primordiais quiescentes ndo sao
totalmente conhecidos (BAKER, 1982; RUSSE, 1983) até mesmo em ovarios humanos
(GOUGEON e CHAINY, 1987).

Segundo LUNENFELD et al. (1975), dois fatores intraovarianos podem
influenciar o inicio do crescimento folicular: o tamanho do pool de foliculos pequenos que ndo
estdo em crescimento e a degeneracdo dos foliculos grandes, os quais aparentemente liberam
uma substancia que retrai o inicio do desenvolvimento folicular. Entretanto, BETTERIDGE et
al. (1989) sugerem que o hormdnio FSH pode ser responsavel pela ativacdo dos foliculos
primordiais, sendo, os estdgios iniciais do crescimento folicular, pouco dependentes do suporte
de gonadotrofinas (BAKER & HUNTER, 1978).

O primeiro sinal de ativagao dos foliculos primordiais € a proliferacdo das células
foliculares e multiplicacdo das organelas celulares (RUSSE, 1983; MARIANA et al., 1991).
Tais foliculos adquirem vdrias caracteristicas morfolégicas durante o crescimento. O aumento
do tamanho do odcito com a cromatina nuclear passando do estigio de paquiteno para
dipl6teno, acompanhando a sintese de RNA no odcito (ERICKSON, 1966b; BAKER, 1982;
MONNIAUX et al., 1997), além da mudanca na forma das células foliculares de achatadas
para cubdides e sua multiplicacdo por mitose (BAKER, 1982; ERICKSON, 1986). A ativacao
do foliculo primordial o transforma em foliculo primério, € com o aumento da populacdo das
células foliculares em foliculo secundario.

De acordo com MONNIAUX et al. (1997) o crescimento folicular € um processo
continuo, finalizando na ovulacdo. Durante este crescimento, principalmente do foliculo
secunddrio, observa-se que as cé€lulas foliculares, que formam a membrana da granulosa, sdo
separadas dos odcitos pela zona pelicida (ROY & GREENWALD, 19855; BANKS, 1992).
As células do estroma se diferenciam em duas camadas a teca folicular interna e a externa

(BANKS op. cit.; PERRIN & DONOVAN, 1984).
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A transi¢c@o do foliculo secundério para o tercidrio € gradual e continua. As células
se multiplicam havendo um aumento na producido e acimulo de um fluido que conduz ao
desenvolvimento da cavidade folicular ou antro (PERRIN ¢ DONOVAN, 1984). O indice de
proliferacdo das células da granulosa aumenta com o aumento do tamanho do foliculo
(HIRSHFIELD, 1991).

O crescimento dos foliculos tercidrios € dividido em duas fases: uma inicial e outra
terminal. No crescimento inicial, os foliculos tercidrios sdo poucos sensiveis as variacoes de
gonadotrofinas e suas necessidades em FSH e LH sdo baixas, significando que os hormdnios
gonadotréficos nessa etapa ndo sdo absolutamente necessdrios para a proliferacdo das células
da granulosa e tecais (RODRIGUES, et al. 1998). Na fase terminal os foliculos tercidrios sdao
dependentes de gonadotrofinas hipofisarias (MONNIAUX et al., 1993) as quais aumentam a
atividade esteroidogénica acarretando no aumento da producdo e acumulo de esterdides,
principalmente estradiol que € fisiologicamente importante a reproducao (IRELAND, 1987).

Nessa fase, o FSH € responsavel pela proliferacio das células da membrana da
granulosa e o sinergismo de FSH e LH promove o aumento das camadas da teca, da
vascularizacdo, da formacao do antro e um aumento no nimero de receptores gonadotréficos
nas células da granulosa e tecais, como resultado do desenvolvimento folicular
(LUNENFELD, et al., 1975)

A fase terminal pode ser dividida em trés etapas: recrutamento, selecdo e
dominancia. O recrutamento € um evento gonadotréfico-dependente, durante o qual um grupo
de foliculos adquire habilidade para comecar a crescer em resposta a um meio com estimulo
gonadotréfico suficiente para permitir o progresso em direcdo a ovulacdo (IRELAND, 1987;
LUCY et al., 1992). O estimulo para que ocorra o recrutamento parece ser uma pequena
elevacdo dos niveis de FSH (FORTUNE, 1994), sendo que o niimero de foliculos recrutados
por tal elevacdo, pode depender de dois fatores: o tamanho do grupo de foliculos capazes de
responder ao aumento do nivel de gonadotrofinas e a dura¢do da sua amplitude. O nimero de
foliculos recrutados € superior ao necessdario para a ovulacdo, o que assegura, se algo
acontecer ao foliculo destinadoa ovular, outro poderda ser prontamente selecionado
(FORTUNE, 1994).

Apés o recrutamento, inicia-se a fase de selecdo, na qual um foliculo ou mais,
dependendo da espécie animal, emerge do grupo de foliculos recrutados e continua a crescer,
enquanto que os demais foliculos recrutados diminuem em tamanho (ERICKSON, 1986). A

selecdo pode ser entendida como um processo de alto nivel de organiza¢do, englobando
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citodiferenciacao das células intersticiais, granulosa, teca, e dos odcitos (ERICKSON, op. cit.).
Além disso, 0 mecanismo de selecdo envolve um declinio nos niveis de FSH (GINTER et al.,
1996).

O foliculo selecionado para a dominincia, continua a crescer € torna-se
funcionalmente diferenciado, pronto para a ovulagdo. A dominincia, em decorréncia do
declinio de FSH, € maneira pela qual os foliculos selecionados inibem um novo recrutamento
bem como o crescimento dos foliculos a ele subordinados (LUCY et al., 1992). Através da
acdo sinérgica das gonadotrofinas (FSH e LH), o foliculo libera o odcito, para a ovulagdo,
marcando o final da foliculogénese (FORTUNE e al.,1991), onde os foliculos que ndo
conseguem chegar até o estagio final de desnvolvimento, tornam-se atrésicos (HIRSHFIELD,

1991).

3.6 Classificaciao dos Foliculos Ovarianos

A populagdo folicular, de um ovidrio, pode ser classificada de acordo com: a) a
viabilidade, classificando-se como normais ou atrésicos; b) com o tamanho, tendo por base a
medida do diametro e ¢) o grau de evolugdo, através da observacdo do nimero de camadas de
células da granulosa e da presenca ou auséncia do antro (SAUMANDE, 1981). Tal
classificac@o varia de acordo com o autor, sendo esta populacao folicular bastante heterogénea
(MARIANA et al., 1991).

DUFOUR e GUILBAULT (1984), classificaram os foliculos como normais ou
atrésicos, onde foram agrupados como pré-antrais e antrais, de acordo com a auséncia e
presenca do antro, respectivamente. DRIANCOURT et al. (1985) classificaram a populagdo
folicular em ovelhas, tendo por base a medida do didmetro do foliculo, em foliculos
primordiais, aqueles que apresentam um didmetro menor que 60 pum e foliculos pré-ovulatdrios
com didmetro de 3 mm ou 5 mm. J& HULSHOF et al. (1994) classificaram os foliculos pré-
antrais de acordo com seu diametro: primordias (30 a 40 pm); primdrios (40 a 60 um) e
secundarios (> 60 pum).

Além do método de classificac@o através do tamanho do foliculo, HULSHOF et al.
(op. cit.) e PERRIN & DONOVAN (1984) classificaram os foliculos pré-antrais em categorias
foliculares, com base no grau de evolugdo: primordiais, onde o odcito estd cercado por uma

Unica camada de células da granulosa de forma achatada; b) primdarios, o odcito estd
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circundado por uma camada de células da granulosa de forma ctbica e ¢) secundérios, onde o
odcito esta circundado por duas ou mais camadas de células de forma cubicas. Utilizando o
mesmo método de classificagio ERICKSON (1966b) classificou os foliculos ovarianos bovinos
em:

a) primordial, onde o odcito estd circundado por uma unica camada de células

foliculares;

b) crescimento, onde o odcito estd envolto por duas ou mais camadas de células

foliculares;

c¢) vesiculares, onde o foliculo apresenta-se com uma cavidade completamente

formada, isto €, o antro.

CAHILL et al. (1979) classificaram a populacao folicular em:

a) foliculos pequenos, os foliculos que apresentam duas ou menos camadas de

células da granulosa;

b) foliculos grandes, que apresentam trés ou mais camadas de células da granulosa;

c) foliculos pré-ovulatérios os que apresentam células dispersas ao redor do

odcito.

Combinando as classificacdes de ERICKSON (1966b) CAHILL et al. (1979) e
HULSHOF et al. (1994b), os foliculos primordiais, primdrios e secundarios foram colocados
na categoria de foliculos pré-antrais ou ndo cavitdrios. Ja os foliculos vesiculares e pré-
ovulatério foram incluidos na categoria dos foliculos antrais. Os foliculos pré-antrais
representam 90% da populagcdo folicular e sdo os reponsdveis pela renovacdo continua dos
foliculos antrais do ovario (SAUMANDE, 1991).

Os foliculos primordiais apresentam células de forma achatada, demarcada por uma
membrana basal que os separa do estroma ovariano (HIRSHFIELD, 1991; HULSHOF et al.
1994; PERRIN & DONOVAN 1984; GORDON, 1995b) e estio localizados na regido
periférica do cértex ovariano, ocupando uma zona imediatamente abaixo da tinica albuginea
(HARRISON et al. 1972; GREENWALDE & MOOR, 1989). Em bovinos (BRAW-TAL &
YOSSEFI, 1997), em humanos (GOUGEON & CHAINY, 1987), cetiaceos odontoceto,
Tursiops truncatus (HARRISON et al. 1972) e para a espécie Globicephala macrorynchus
(MARSH & KASUYA, 1984) o diametro dos foliculos primordiais é de 35,23 pm, 30 um a
42,5 um, 50 um e 58 pum, respectivamente.

Na espécie bovina (BECKERS et al., 1996) observaram foliculos primérios que

apresentavam um didmetro médio de 40 a 60 um. Quanto aos foliculos secundarios, onde, nos
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estdgios mais avangcados podem ser visualizadas as células da teca e a zona pelicida entre o
odcito e as camadas de células da granulosa (VAN DEN HURK et al., 1997; FIGUEIREDO,
1995a), o diametro dos foliculos em bovinos (BECKERS ef al., 1996), humanos (GOUGEON
& CHAINY, 1987) e para a espécie de cetaceo Phocena phocoena, GASKIN, et al. (1984)
foram 60 pm, 50 pm a 90 um e 1 a 6 mm, respectivamente.

Com o aumento das células da granulosa, hA um aumento na producido e
acumula¢do de fluido, conduzindo ao desenvolvimento da cavidade folicular ou antro e com
células préoximas ao estdgio final de diferenciacio (PERRIN & DONOVAN, 1984;
HIRSHFIELD, 1988) originando os foliculos antrais (tercidrios e de De Graaf).

O aparecimento do antro em ovelhas foi observado por DUFOUR e GUILBAULT
(1984) em foliculos medindo 0,21 mm. Segundo FORTUNE (1994), a formac¢do do antro, em
alguns mamiferos como mulher, vaca e rata, ocorre em foliculos de 0,2 a 0,4 mm. Para a
espécie bovina (vaca), LUSSIER et al. (1987) observaram que a formacao da cavidade antral
em foliculos ocorreu entre 0,14 a 0,28 mm.

O foliculo tercidrio € caracterizado pela presenca da zona pelicida cercando o
odcito, varias camadas de células da granulosa, membrana basal, teca interna e externa e uma
pequena cavidade antral (GORDON, 1994). Em Globicephala macrorhynchus, foi observado
um didmetro médio de 150 a 200 pm em pequenos foliculos antrais MARSH & KASUYA,
(1984).

Os foliculos de De Graaf ou pré-ovulatérios sdo caracterizados por representarem
o estagio final do desenvolvimento folicular. Em caprinos GUINTHER & KOT (1994)
observaram foliculos de De Graaf com 6 mm de didmetro e em bovinos foliculos com 18 mm.
FORTUNE (1994) observou foliculos em ratas e mulheres alcancando 1 mm e 20 mm de
didmetro, respectivamente. Em Pontoporia blainvillei, CLAVER et al., (1994) observaram um
tamanho maximo de 7 mm. J4 para G. macrorhynchus, a maioria dos foliculos antrais chegam

até 1 cm (COLLET,1990).

3.7 Populacio Folicular

A populacdo folicular presente no ovdrio pode ser estimada através de estudos
histolégicos do ovério, como é empregado por vérios autores (ERICKSON, 1966b, LAND,
1970; CAHILL et al., 1979; GOUGEON & CHAINY, 1987; KORING et al., 1991;
MCDOUGALL et al., 1997; AMORIM, 1998; LUCCI et. al., 1999). A contagem geralmente
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¢ feita observando-se o niicleo visivel do odcito nas secgdes histologicas (ABERCROMBIE,
1946), evitando a sub ou superestimativa da populacdo folicular. Alguns autores como
DRIANCOURT er al. (1985) e GOUGEON & CHAINY (1987) fazem uso de fatores de
correcdo, considerando o diametro médio do odcito, a espessura da sec¢do, o niimero total de
seccoes e o nimero de sec¢Oes observadas, uma vez que nem todas as seccoes histologicas sao
analisadas.

A contagem de uma a cada 120 seccdes , como procedimento para a estimativa da
populacao de foliculos pré-antrais foi adotada por CAHILL et al. (1979) e DRIANCOURT et
al. (1985). ERICKSON (1966b) estimou a populacdo folicular, pela contagem de uma a cada
20 secgOes histologicas. J& LAND (1970) estimou a populagdo folicular pela contagem do
nuicleo do odcito a cada 10 secgdes histoldgicas das 50 primeiras e dltimas sec¢des. No meio
do ovério, o autor utilizou uma a cada 14 sec¢des. KORING et al. (1991) utilizou-se da
contagem de 3 seccOes histoldgicas equidistantes para estimar a populacdo de foliculos
primordiais. Tais métodos sdo desenvolvidos e aplicados principalmente de acordo com a
espécie animal e as classes de foliculos a serem estimadas.

Existe uma grande variagdo individual no nimero de foliculos presentes no ovério
de mamiferos (CAHILL et al., 1979; BETTERIDGE ef al., 1989). DRIANCOURT et al.
(1985), observaram que existe em média, de 15.830 e 2.486 foliculos pré-antrais por ovario em
ovelhas da raca Booroola com idades de 2 e 8 anos respectivamente, e de 27.097 e 10.974
foliculos para a raga Merino de 2 e 8 anos de idade, respectivamente. CAHILL et al. (1979),
obtiveram uma média respectivamente, de 30.501 e 56.236 foliculos pré-antrais por ovario
para as racas Romanov e Ile-de France. LAND (1970), estudando ovarios de ovelhas recém
nascidas, estimou a populacdo folicular em ovelhas da raca Blackface em 99.460 foliculos, e
em 81.030 para a raca Welsh. Estudos da populacdo folicular em bovinos foram realizados por
ERICKSON (1966b) que obteve 156.053 foliculos pré-antrais em ovarios de animais recém
nascidos (1-14 dias) e 3.072 foliculos em ovarios de animais adultos (15-20 anos). O mesmo
autor observou foliculos primordiais com uma média de 133.000 até o 4° ano de vida,
declinando posteriormente até proximo a zero nos animais com 15-20 anos. Trabalhando com
vacas férteis e inférteis, ERICKSON et al. (1976), obtiveram respectivamente, um nimero
médio de 25.268 e 23.204 foliculos pré-antrais. Para primatas (ndo humanos), KOERING et
al. (1991) estimaram a populacdo de foliculos primordiais, em um nimero médio de 227.370

foliculos por ovdrio.
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A populacdo folicular, ao nascimento, foi estimada ser em média 235.000 foliculos
na vaca (BETTERIDGE et al., 1989), 160.000 na ovelha (DRIANCOURT et al., 1991) e
200.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986).

Além da marcante variacdo individual e dos fatores citados acima como raca,
espécie (CAHILL et al, 1979) e idade (ERICKSON, 1966b; PETERS, 1976; RUSSE, 19833;
GOUGEON & CHAINY, 1987; MONNIAUX et al.,, 1994) outros fatores como niveis
hormonais (PETERS, 1976), genética (SMITH et al., 1994) e estado reprodutivo do animal
(ERICKSON et al., 1976), como também o método de estimativa empregado, podem

influenciar o nimero de foliculos presentes no ovério.

3.8 Ovulacao

Na maioria dos mamiferos, quando o odcito alcanca a metafase da segunda divisao
meidtica (odcito secunddrio), ele € liberado do foliculo e do ovério por um processo
denominado de ovulagdo (BAKER, 1982), que ocorre geralmente no polo anterior do ovério
(SLIJPER, 1966).

Em relacdo ao ciclo reprodutivo, a ovulagdo varia consideravelmente entre
espécies, podendo ser induzida, através da cOpula e/ou da presenca de um macho maturo
podendo ser espontinea (BACKER, 1982; PERRIN & REILLY, 1984). Segundo SLIJPER
(1966) a ovulacdo em cetdceos é espontanea. Estudos feitos com alguns delfinideos como
Turciiops truncatus e Delphinus delphis (KIRBY & RIDGWAY, 1984; SCHROEDER,
1990), Globicephala melaena, Pseudorca crassidens, Stenella spp e Lagenorhynchus
obliquidens (HARRISON, 1969, HARRISON et. al.,1972) comprovam estd afirmacao.

Logo apds a ovulagdo, a taxa de crescimento do foliculo de De Graaf torna-se
muito alta (IVASHIN, 1984) acarretando mudangas no foliculo. Had a formacdo de uma
glandula enddcrina dentro do cértex ovariano, denominada de corpo liteo (CL), cuja funcgdo é
secretar hormonios esterdides e progesterona que controlam a duragdo do ciclo reprodutivo e
mantém a gestacdo (BAKER, 1982).

O destino do CL depende do sucesso ou do insucesso reprodutivo do individuo.
Caso a fertilizacdo ocorra, o CL € denominado de CL gravidico, permanecendo ativo por todo
o periodo de gestacao (BANKS, 1992). Em ceticeos, a regressdao do CL inicia imediatamente

apods o parto (SLIJPER, 1966). Caso ndo ocorra a fertilizagdo, o CL formado é denominado de
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CL de ovulagdo. Provavelmente em todos os cetdceos, o CL de ovulacdo persiste por quinze a
vinte dias, sofrendo logo apds a regressao (SLIJPER op. cit.).

O final da vida, do CL gravidico ou de ovulacdo, € marcado pelo encerramento da
secrecdo de progesterona e pela degeneracdo das células luteinicas. A regressdo é concluida
pela infiltragdo de fibroblastos que irdo converter a glandula em uma massa de tecido
denominado de corpo albicans (CA) (BAKER, 1982).

Existem evidéncias que o CA em odontocetos, persiste ao longo da vida do animal,
assim como nos mysticetos (HARRISON, 1949; SERGEANT, 1962; SLIJPER, 1966;
HARRISON, 1969). PERRIN & REILLY (1984) observaram que o CA aparentemente,
persiste indefinivelmente, em pelo menos algumas espécies como G. macrorhynchus e G.
melaena. Em Stenella spp, as fémeas apresentam os ovdrios com poucos CAs quando
comparadas com outras fémeas jovens ainda em atividade reprodutiva. Isto indica que alguns
CAs podem ser reabsorvidos, ou pelo menos nio sdao detectaveis. Neste sentido, HARRISON
et al. (1981), observaram que o CA em Pontoporia blainvilei persiste por no maximo quatro
anos, posteriormente sdao reabsorvidos por completo.

No entanto, foi observado, que os ovdrios de algumas espécies de cetdceos
apresentam cicatrizes externas oriundas de CAs que persistem por anos (PERRIN & REILLY,
1984). Esta é a melhor evidéncia externa no ovdério, de que o animal tenha ovulado pelo menos

uma vez, indicando desse modo a maturidade sexual do animal.

3.9 Atresia Folicular

Ao longo do ciclo de desenvolvimento folicular, ocorre um fendmeno normal,
denominado de atresia folicular (PERRIN & DONOVAN, 1984), ou seja, um processo
degenerativo fisiolégico dos foliculos (SAUMANDE, 1981), e cuja duracdo ainda ¢é
desconhecida (INGRAM, 1962).

A atresia pode ocorrer por duas vias: a degenerativa (SAUMANDE, op. cit.) e/ou
apoptética (FIGUEIREDO et. al., 1995a ). A degenerativa, caracteriza-se histologicamente,
pela presenca de corpos picndticos, desintegracao das células da granulosa, associada ou ndo a
condensacao e retracdo da cromatina nuclear do o6cito (CAHILL et al.,1979; DRIANCOURT
et al., 1985). A via apoptoética € controlada geneticamente, ocorrendo a morte celular em

resposta a um controle intrisico (HUGHES & GOROSPE, 1991).
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A atresiados foliculos pode ocorrer a qualquer momento na sua sequéncia de
desenvolvimento (BANKS, 1992) inclusive na fase pré-antral da foliculogénese, ndo
prevalecendo igualmente em todos os estagios (FORTUNE, 1994).

Alguns autores relatam que a atresia afeta principalmente os foliculos antrais,
especialmente quando estes atingem o tamanho em que ocorre a diferenciacdo terminal das
células da granulosa e da teca (SAUMANDE, 1981; LUSSIER et al., 1987; HIRSHFIELD,
1988). A atresia durante esse estigio de desenvolvimento parece ser um componente
regulatério do nimero de foliculos selecionados para a ovulacao (HIRSHFIELD, 1988).

De acordo com HIRSHFIELD (op. cit.) os foliculos se tornam atrésicos porque
seu estdgio de desenvolvimento estd fora de sintonia com os eventos normais do ciclo estral.
Para INGRAM (1962) viérios fatores como idade, ciclo reprodutivo, gestacdo, lactacdo,
hipofisectomia, ovariectomia unilateral, hormonios, nutricdo e isquemia podem influénciar o
processo de atresia.

Apesar de ser um fendmeno natural, a atresia € responsdvel pela perda da quase
totalidade (99,9%) dos foliculos presentes no ovério (ERICKSON, 1986), reduzindo de
maneira significativa o nimero de odcitos potencialmente ovuldveis, acarretando na reducao da
producdo de odcitos vidveis durante a vida reprodutiva da fémea (FIGUEIREDO et al.,

1995a).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para o estudo de determinacdo de idade e da populagdo folicular, foram utilizados
dez exemplares fémeas da espécie Sotalia fluviatilis, encontrados encalhados e/ou capturados

acidentalmente em redes de pesca na costa do Ceara (Figura 2 e Tabela 1).

Figura 2 - Exemplar de Sotalia fliuviatilis, encalhado no Litoral do Ceara.

Fonte: Foto tirada por Andred Pighinelli Cavallante
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Tabela 1 - Dados referentes aos exemplares da espécie Sotalia fluviatilis, utilizados no presente estudo.

EXEMPLAR LOCAL DA COLETA COMPRIMENTO (cm)
A Taiba 128
B Taiba 95
C Porto do Mucuripe 102
D Icarai 184
E Praia dos Didrios 181
F Porto do Mucuripe 135
G Praia do Meireles 185
H Praia Mansa 166
I Taiba 190
J Beira Mar 156

Fonte: Elaborada pela autora

Todos os animais foram medidos morfometricamente, conforme a descricao de

NORRIS (1961), sexados e posteriormente necropsiados para a colheita das gonadas e dentes.

4.1 Determinacao da Idade

4.1.1 Preservagdo e Andlise dos Dentes

Os dentes foram preparados, através do método de sec¢do fina de dente
descalcificado e corado. As laminas preparadas foram levadas posteriormente para andlise em
microscopia Optica, para determinacdo da idade, seguindo as recomendagdes de HOHN ez al.
(1989) e PERRIN & MYRICK (1980). O método baseia-se na leitura de bandas translicidas e
opacas, que refletem os periodos anuais de crescimento. De acordo com HUI (1980a), nao ha
diferenca no padrdo de deposicdo de Grupos de Camadas de Crescimento (Growth Layer
Group — GLG) entre os ramos mandibulares superiores ou inferiores, esquerdo ou direito.
Portanto, para determinagcdoda idade foram utilizados dentes com menos desgastes € menor
curvatura, retirados da por¢do central da mandibula ou maxila dos animais necropsiados. Os
dentes foram fixados em formol a 10%, conservados em glicerina e dalcool (1:1), e

descalcificados em RDO (descalcificador ¢sseo comercial). O término da descalcificagdo foi
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definido pela transparéncia e flexibilidade do dente. Apds a descalcificacdo, os dentes foram
lavados por aproximadamente 12 horas em dgua corrente e seccionados longitudinalmente em
micrétomo de congelamento de criostato no Laboratério de Biologia tecidual (LBCT) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). Foram realizados cortes longitudinais,
em posicdo labio-lingual, de 40um de espessura, sendo selecionados os cortes sagitais e
parassagitais. As seccOes foram coradas com hematoxilina de Mayer por 40 minutos e
montadas em glicerina 100%. Todas as laminas foram fotomicrografadas.

A contagem das camadas de crescimento (GLG) foram feitas utilizando
microscopio Optico e lupa binocular com aumento variando respectivamente de 25 a 50 e 16 a
50 vezes, ambos com luz transmitida. Foram realizadas duas séries de leituras sem referéncia a
dados métricos e biologicos dos animais, para ndo tendenciar a andlise das amostras. Uma
terceira leitura foi realizada utilizando as microfotografias onde todas as camadas anuais foram
marcadas. A leitura da idade foi realizada através da contagem de GLG na dentina. A
contagem da GLG no cimento foi realizada apenas para confirmacio nos casos de ddvidas na
contagem das camadas da dentina. As idades dos animais foram estimadas assumindo-se que
cada GLG representa um ano, conforme critérios previamente adotado por RAMOS (1997) e
PINEDO & HOHN (2000). Apenas a ultima camada completa foi considerada para a

determinacdo de idade na espécie, evitando-se, assim, a contagem de fracdes de camadas.

4.2 Estudo da Populacao Folicular

4.2.1 Preservagdo e Andlise dos Ovdrios

Imediatamente apds a colheita, os ovarios foram fixados em solu¢do formol 10%
durante 48 horas, e conservados posteriormente, em dlcool 70%. A desidratacdo foi realizada
em séries crescentes de etanol. A seguir as amostras foram diafanizadas e inclusas em parafina.
Os cortes histolégicos, foram realizados com espessura de 7um, sendo posteriormente corados
com PAS hematoxilina.

Antes de iniciar o processameto histolégico, todos os ovdrios foram analisados
macroscopicamente, registrando-se sua posicdo anatomica (ovdrio direito e esquerdo), o peso
(g) e a presenga ou ndo de cicatrizes ovarianas externas, corpo liteo (CL) e corpo albicans

(CA).
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Para o estabelecimento do estado de maturacdo sexual, foi adotado o critério de
presenca de pelo menos um CL ou CA na superficie de um dos ovérios. Foram consideradas
imaturas aquelas fémeas que ndo apresentavam cicatrizes ovarianas, € maturas aquelas que
apresentavam pelo menos uma cicatriz ovariana, ja que estas sdo permanentes em Sofalia
fluviatilis (PERRIN & DONOVAN, 1984).

Para a estimativa da populagdo folicular foram contados somente os foliculos cujos
nuicleos oocitdrios eram claramente visiveis a cada 120 seccdes (CAHILL et al., 1979). O
nimero total de foliculos por ovirio foi estimado utilizando a metodologia estereoldgica

“fractionator” segundo GUNDERSEN et al. (1988), de acordo com a férmula abaixo:

N=0Qxf

Onde:

N = populacdo folicular estimada

Q = Numero de foliculos pré-antrais observados na amostra

f = Fracdo da amostra

4.3 - Analise Estatistica

4.3.1 Comparagdo entre Médias

4.3.1.1 Estudo da Populacdo Folicular

Os dados referentes a populagdo folicular pré-antral nos ovérios de S. fluviatilis na
costa do Ceard, foram testados a priori em relacdo a sua normalidade, para a aplicagdo da
estatistica paramétrica, em especial o teste t, para a comparacao das médias em funcdo das
diferentes dimensdes de interesse neste trabalho. Para tanto, foram utilizados os procedimentos
de Shapiro-Wilks e Kolmogorov-Smirnov (ZAR, 1984). As estatisticas ndo foram
significativas (W-P=0,34, K-S=P>0,26) indicando que as popula¢des ndo apresentam desvios

consideraveis da normalidade.

Para todas as andlises estatisticas e elaboracdo de graficos, utilizou-se o SPSS for
windows (Statistical Package for the Social Science), aplicativo desenvolvido pela

Norussis/INC e o Microsoft Excel.
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4.3.1.1.1 Varia¢des na Populacdo Folicular em Relagdo ao Estdgio de Maturagdo sexual

Para estudar as variagdes na populacdo follicular pré-antral nos ovérios de Sotalia

fluviatilis em funcdo do estdgio de maturacdo das fémeas, foi testada a seguinte hipdtese:

a) H,: Nao hi diferenca na populacdo folicular em relacdo ao estigio de

maturagdo sexual;

b) Ha: Ha diferenca na populacdo folicular em relagdo ao estdgio de maturagdo

sexual.

O estudo foi efetuado separadamente para cada lado do ovdrio, utilizando-se o
teste-t para a comparacdo de médias independentes. Para cada caso, foi aplicado o teste de
Levene para verificar a igualdade ou ndo de variancias. No entanto, numerosos estudos
indicam que o teste-t € robusto o suficiente para suportar desvios relativos as suas premissas
tedricas, especialmente quando o tamanho amostral é comparativamente proximo (ZAR,

1996).

4.3.1.1.2 Variacdes na Populacdo Folicular em Relagdo ao Lado do Ovério

Visando identificar diferencas funcionais em relagdo ao lado ovariano foi testada a
seguinte hipdtese, considerando-se a populacdo total de fémeas analisadas, bem como as

fémeas imaturas e maturas separadamente:

a) H,: Nao existe diferenca na populacdo folicular entre ovério direito e esquerdo

em um mesmo animal.

b) Ha: Existe diferenca na populagdo folicular entre o ovério direito e esquerdo

em um mesmo animal.

Para tanto utilizou-se teste-t de Student pareado, o qual € aplicado em situagcdes

em que as observagdes oriundas de duas amostras diferentes sdo correlacionadas de alguma
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forma entre si (ZAR, 1996. SOKAL & ROHLF, 1981). Neste caso, consideram-se as amostras

correlacionadas, os ovarios direito e esquerdo retirados de um mesmo animal.

4.3.1.2 Variagoes no Estudo do Peso do Ovdrio em Relagdo ao Lado Ovariano

Para se avaliar a diferenca de peso entre o ovario do lado direito e esquerdo foi

testada a seguinte hipdtese, considerando-se animais imaturos € maturos separadamente:

a) H,: Nao existe diferenca no peso ovariano entre o lado direito e esquerdo de

um mesmo animal;

b) Ha: Existe diferenca no peso ovariano entre o lado direito e esquerdo de um

mesmo animal.

Foi utilizada a estatistica t de Student para pares de amostras, corrigindo-se desta
forma, para os efeitos decorrentes da comparacdo entre ovdrios provenientes de um mesmo

animal (ZAR, 1996; SOKAL & ROHLF, 1981).

4.3.2 Relacao entre Varidveis

Utilizou-se o método da regressdo linear, para estudar o comportamento da
populagdo folicular pré-antral em funcdo da idade dos individuos e do peso ovariano, assim
como entre o peso do ovdrio e a idade das fémeas. O método de regressdo linear, tem como
finalidade representar a relacdo funcional existente entre duas varidveis (dependentes e
independentes) de uma populacdo, de maneira que, esta relagdo possa ser explicada através de
uma fun¢do linear que venha a traduzir as possiveis relagdes de causa/efeito existente entre as

variaveis estudadas (DRAPER & SMITH, 1981).

Foram consideradas hipoteses de interesse:



a)

b)

d)

€)

H,:: O niimero de foliculos nio esté relacionado a idade do animal;
Hai: O nimero de foliculos est4 relacionado a idade do animal;
H,,: O niimero de foliculos ndo esté relacionado ao peso do ovario;
Haz: O ndmero de foliculos estd relacionado ao peso do ovirio;
Hos: O peso do ovdrio ndo estd relacionado a idade do individuo;

Has: O peso do ovario estd relacionado a idade do individuo.

38
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S RESULTADOS

5.1 Determinacao da Idade

A dentina pré-natal apresentou uma camada uniforme moderadamente corada
enquanto que a linha neonatal, mostrou-se com uma camada fina e sem coloracdo fortemente
marcada. Na dentina pds-natal, cada grupo de camada de crescimento (Growth Layer Group,
GLG) foi constituida de uma camada estreita clara (ndo corada) e uma camada larga escura
(corada). A camada ndo corada da GLG subsequente, foi delimitada por uma fina camada
fortemente corada da camada precedente. A primeira e a segunda camadas de crescimento
apresentaram espessura similar a dentina pré-natal, ocorrendo um decréscimo gradual na
espessura das camadas subsequentes, proporcional ao nimero de camadas existentes (Figura

3).

Figura 3 - Seccdo longitudinal do dente de Sotalia fluviatilis, indicando a posi¢do da linha neonatal (LN) e as
camadas de crescimento GLG.

LN

I8Mim

Fonte: Propria autora

Os exemplares mais velhos (E, G e I) ndo descalcificaram por completo, afetando a
qualidade dos cortes histologicos. Desta forma, os resultados obtidos foram considerados

como idades aproximadas para estes (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados referentes a idade (anos) dos exemplares da espécie Sotalia fluviatilis, estimada com base nas
Growth Layer Groups (GLGs).

Exemplares (S. fluviatilis) Idade (GLGs)
A 1
B 0
C 0
D 9
E 23
F 1
G 19
H 6
I 22
J 5

Fonte: Prépria autora

5.2 Estudo da Populacao Folicular

5.2.1. Aspectos Histologicos

Foram analisados os foliculos pré-antrais de 10 exemplares de s. fluviatilis,
apresentando-se todos em estado de degeneracdo. O desenvolvimento folicular foi observado
da periferia em direcdo as camadas mais profundas da cortical. A degeneragdo folicular foi
caracterizada, na maioria dos casos, pela retracdo do odcito (Figura 4a), desorganizacdo e
picnose das células da granulosa, associada a retracdo oocitdria (Figura 4b), aumento de

tamanho e picnose das células da granulosa (Figura 4.1c e d).
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Figura 4 - Foliculos degenerados: a) retragdo do odcito (Ro) e b) retracdo do odcito (Ro) e desorganizacdo das
células da granulosa (Dcg).

a) b)

Fonte: Proéria autora

Figura 4.1 - Foliculos degenerados: c) picnose da célula da granulosa (Pcg) e aumento de volume (AV); d)
aumento de volume da célula da granulosa (AV).

c)

Fonte: Propria autora

5.2.2 Caracterizagdo do Estdgio de Maturagdo Sexual

Foram observadas cicatrizes externas (CL/CAs) em alguns exemplares de Sotalia

Sfluviatilis (Figura 5, 5.1) indicando desse modo a aturidade sexual dos exemplares (Tabela 3).
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Figura 5 - Cicatrizes ovulatérias, encontradas nos exemplares g (a) (b).

b)

Fonte: Propria autora

Figura 5.1 - Cicatrizes ovulatdrias, encontradas nos exemplares d (c) e e (d).

Fonte: Prépria autora

Tabela 3 - Classificacdo das fémeas de Sotalia fluviatilis recuperadas na costa do Ceard, quanto ao estigio de
maturacgio sexual.

EXEMPLAR PRESENCA DE CICATRIZ ESTAGIO DE MATURACAO
A Auséncia Imaturo
B Auséncia Imaturo
C Auséncia Imaturo
D Presenca Maturo
E Presenca Maturo
F Auséncia Imaturo
G Presenca Maturo
H Auséncia Imaturo
1 Presenca Maturo
J Auséncia Imaturo

Fonte: Prépria autora.
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As andlises macroscépicas dos ovdrios mostraram uma idade de maturagdo sexual
estimada em 9 anos (exemplar D). A auséncias de animais entre 7 € 8 anos, € 0 pequeno
nimero amostral impossibilitou a estimativa da idade de maturagdo sexual com acuidade. No
entanto, nenhuma fémea com idade até 6 anos estava matura, e todas com idade igual ou
superior a 9 anos estavam sexualmente maturas, sugerindo que a maturagcdo sexual em fémeas

de Sotalia fluviatilis possa ocorrer no intervalo de 6 a 8 anos de idade.

5.2.3 Variacdes na populacdo folicular pré-antral em relacdo ao estigio de maturagdo

sexual.

As diferencas entre as médias populacionais de individuos imaturos e maturos
foram altamente significativas e significativas para o ovério esquerdo e direito respectivamente.
A média de foliculos no ovério esquerdo dos animais imaturos foi igual a 1.162.460 foliculos,
enquanto que os exemplares maturos apresentam em média 66.270 foliculos (Tabela 4, Figura
6). Ja no ovdrio direito, as médias observadas seguiram o mesmo padrio apresentando valores
iguais a 975.500 e 51.630 para animais imaturos e maturos respectivamente (Tabela 4, Figura

6.1).

Tabela 4 - Tamanho da amostra (n), médias e intervalos de confianca e teste-t comparando-se as populagdes de
foliculos pré-antrais em relagio ao estidgio de maturacdo sexual das f€émeas e o lado do ovdrio.

Ovario Estagio de Maturacdo n Média LC 95% t gl p
Imaturo 6 975.500 143088 520111

Direito 4,14 8 0,03*
Maturo 4 51630 159070 - 55810
Imaturo 6 1.162.460 1586386 38533

Esquerdo 5,27 8 0,00*

*

Maturo 4 666.270 182199 - 49659

* Significativo ** Altamente



44

Figura 6 - Médias e intervalos de confianca (95%) das populacdes foliculares pré-antrais, no ovario esquerdo de
exemplares imaturos e maturos de Sotalia fluviatilis da costa do Cear4.
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Fonte: Prépria autora.

Imaturo
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Figura 6.1 - Médias e intervalos de confianga (95%) das populagdes foliculares pré-antrais, no ovdrio direito de
exemplares imaturos e maturos de Sotalia fluviatilis da costa do Cear4.
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5.2.4 Variagdo na Populacao Folicular em Relagdo ao Lado do Ovdrio

Considerando-se o total de fémeas analisadas, foram observadas diferencgas
significativas entre as populacdes foliculares do ovério direito e esquerdo (Tabela 5). A média
da populacdo folicular pré-antral estimada para o ovario direito foi 605.952 (Tabela 5),
enquanto que os valores maximos € minimos observados foram 1.705.680 e 7.320 foliculos
pré-antrais, encontrados nos exemplares J e I respectivamente. No ovdrio esquerdo, a
populacdo folicular foi, em média, sempre maior, quando comparada com a populacdo do
ovdério direito, tendo como exce¢do o exemplar B. A média da populacdo folicular estimada
para o ovério esquerdo foi 723.984 (Tabela 5), tendo os valores maximos e minimos 1.927.800

e 12.600 foliculos respectivamente, ambos encontrados também nas fémeas J e 1.

A figura 7 apresenta as médias e intervalos de confianca das populagdes foliculares
por lado do ovario. Observa-se que os intervalos de confianca sio de grande amplitude,
indicando uma grande variabilidade nos dados, apesar dos resultados significativos da andlise

estatistica.

Tabela 5 - Correlagdo entre os pares de ovarios e nivel de significincia da correlagdo, médias, intervalos de
confianca e teste-t pareado, comparando-se as populagdes de foliculos pré-antrais em relagdo ao
lado do ovdrio.

Populacao folicular

pré-antral estimada Pares  Correlacio P Média 95% CL
Ovirio direito 605.952 192.709 1.019.195
10 0,98 0,00%*
Ovério esquerdo 723.984 264.353 1.183.615

Diferencas dos Pares

Média DP T GL |
- 118.032 141.152 -2,30 9 0,02%*
* valores significativos ** valores altamente significativos.

Fonte: Prépria autora.
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Figura 7 - Médias e intervalos de confianca (95%) das populagdes foliculares pré-antrais, nos ovdrios direito e
esquerdo, de exemplares de Sotalia fluviatilis da costa do Ceara.
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Fonte: Prépria autora.

Comparando-se as populagdes foliculares antrais por lado ovariano para as fémeas
imaturas, verificou-se diferencas estatisticamente significativas, com médias ligeiramente
maiores no ovario esquerdo (tabela 6, Figura 8). A média da populacdo folicular pré-antral no
ovério direito dos exemplares imaturos foi de 975.500 foliculos, e os valores maximos e
minimos foram iguais a 1.705.680 e 587.760, encontrados nos exemplares J e A
respectivamente. J4 no ovdrio esquerdo, a média foi de 1.162.460, apresentando valores
miximos e minimos iguais a 1.927.800 e 796.200, encontrados nos exemplares J e F
respectivamente. Novamente observa-se intervalos de confianca de grande amplitude indicando

uma variabilidade dos dados (Figura 8).

De acordo com o teste-t pareado os ovdrios mostraram-se altamente
correlacionados entre si. A andlise comparativa das médias das populacdes foliculares, mostrou
uma diferenca significativa entre o nimero de foliculos, por lado do ovério nos exemplares

imaturos (Tabela 6).

Observa-se na figura 8 que os intervalos de confianca sdo de grande amplitude,
indicando uma variabilidade consideravel dos dados. No entanto, a populacdo folicular no

ovdério esquerdo foi em média maior.
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Tabela 6 - Correlagdo entre pares de ovarios e nivel de significancia da correlagdo, medias, intervalos de
confianca e teste-t pareado, comparando-se as popula¢des de foliculos pré-antrais em relagdo ao
lado do ovdrio para as fémeas imaturas.

Populacio folicular
pré-antral estimada Pares Correlacio | Média 95% CL
Ovirio direito 975.500 520.186 1.430.814
6 0,94 0,00%*
Ovirio esquerdo 1.162.460 738.602 1.586.318
Diferencas dos Pares
Média DP T GL P
186960 146.635 3,12 5 0,02%
* valores significativos ** valores altamente significativos.

Fonte: Prépria autora.

Figura 8 - Médias e intervalos de confianca (95%) das populagdes foliculares pré-antrais, nos ovdrios direito e
esquerdo, de exemplares imaturos de Sotalia fluviatilis da costa do Cear4.
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Fonte: Prépria autora.

Os resultados da comparagdo do nimero de foliculos pré-antrais por lado do
ovdrio entre os exemplares maturos, ndo foram significativos, indicando que, para as fémeas
maturas analisadas ndo foi possivel detectar diferencas entre o nimero de foliculos pré-antrais
nos ovdarios direito e esquerdo (Tabela 7). Esta incapacidade de detectar diferencas
significativas pode estar associada ao nimero reduzido de amostras disponiveis para o estudo,

ja que, a média de foliculos no ovério esquerdo foi ligeiramente superior a média no ovério
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direito (Tabela 7, Figura 9). A média da populacdo folicular pré-antral no ovério esquerdo dos
exemplares maturos foi igual a 66.270, enquanto que no ovario direito a média permaneceu em
51.630 foliculos. Para ambos os lados dos ovarios os valores midximos e minimos foram
observados nos exemplares D e I respectivamente, tendo como valores 152.280 e 7.320 no
lado direito, e 172.440 e 12.600 no lado esquerdo respectivamente.

Tabela 7 - Correlagdo entre pares de ovdrios e nivel de sugnificancia da correlagdo, médias, intervalos de

confianca e teste-t pareado, comparando-se as populacdes de foliculos pré-antrais em relagdo ao
lado do ovério para fémeas maturas.

Populacao folicular

pré-antral estimada Pares Correlacio P Média 95% CL
Ovirio direito 51.630 -55.826  159.086
4 0,98 0,01*
Ovdrio esquerdo 66.270 -49.676  182.216

Diferencas dos Pares

Média DP T GL |
- 14.640 13.418 -2,18 3 0,39 ns
* valores significativos ns: valores ndo significativos.

Fonte: Prépria autora.

Figura 9 - Médias e intervalos de confianca (95%) das populagdes foliculares pré-antrais, nos ovdrios direito e
esquerdo, de exmplares maturos de Sotalia fluviatilis da costa do Ceara.
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Fonte: Prépria autora.
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5.2.5 Variagoes no Peso do Ovério em Relacdo ao Lado Ovariano

A andlise comparativa entre as médias do peso dos ovdrios em relacdo a sua
posicdo no animal (lado direito ou esquerdo) foi significativa, tanto para fémeas imaturas
quanto maturas (Tabela 8 € 9).

Tabela 8 - Correlacdo entre pares de ovdrios e nivel de sugnificancia da correlagcdo, médias, intervalos de

confianca e teste-t pareado, comparando-se os pesos dos ovarios (g) em relacdo a sua posicao (lado
direito e esquerdo) em fémeas imaturas.

Peso (g) Pares Correlacao P Média 95% CL
Ovirio direito 0,6217 0,3176 0,9258
6 0,99 0,00%*
Oviério esquerdo 0,6017 -49676 182216
Diferencas dos Pares
Média DP T GL P
0,02 0,04 1,15 5 0,30 ns
** altamente valores significativos ns: valores ndo significativos.

Fonte: Prépria autora

Tabela 9 - Correlagdo entre pares de ovdrios e nivel de sugnificancia da correlagcdo, médias, intervalos de
confianca e teste-t pareado, comparando-se os pesos dos ovarios (g) em relacio a sua posicao (lado
direito e esquerdo) em fémeas maturas.

Peso (g) Pares Correlacao P Média 95% CL
Ovario direito 3,0975 0,8773 5,3177
4 0,92 0,72*
Oviério esquerdo 4,0525 3,1590 4,9460
Diferencas dos Pares
Média DP T GL P
- 0,95 0,89 -2,12 3 0,12 ns
* valores significativos ns: valores ndo significativos.

Fonte: Prépria autora

Comparativamente, o peso médio observado para os ovarios de animais maturos

foi na ordem de 5,9 vezes maior em relacdo ao peso dos ovarios em animais imaturos (Figura
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10) . Apesar das diferencas ndo serem significativas, o peso médio dos ovdrios localizados no
lado direito dos exemplares imaturos, apresentou-se ligeiramente superior & média do lado
esquerdo, tendo como valores 0,6217 e 0,6017, respectivamente. J4, nos animais maturos, esta
situacdo inverte-se € o peso médio dos ovdrios localizados no lado direito foi maior que no
lado esquerdo. As médias para o lado direito e esquerdo foram respectivamente 4,0525 e
3,0975, sendo que este ultimo apresentou a maior amplitude de variacdo nos valores

observados (Tabela 8 e 9, Figura 10).

Figura 10 - Médias e intervalos de confianca (95%) dos pesos dos ovarios (g) em relag@o a sua posi¢do (lado
direito e esquerdo) em fémeas imaturas e maturas de Sotalia fluviatilis na costa do Ceara.
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Fomte: Prépria autora

Para ambos os lados do ovério os valores maximos foram encontrados no exemplar
H, apresentando para o lado direito o valor de 1,16g e para o lado esquerdo o valor de 1,20g.
O valor minimo para o lado direito foi observado no exemplar C com o peso de 0,42g sendo

que para o lado esquerdo, tal peso foi observado no exemplar A, com um valor de 0,37g.
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5.2.6 Relacao entre Varidveis

5.2.6.1 Nimero de Foliculos em Funcdo da ldade do Animal

Os modelos de regressao linear utilizados para estudar as variagdes na quantidade
de foliculos pré-antrais nos ovdrios, em funcdo da idade dos individuos, separadamente por
lado ovariano, apresentam coeficientes de correlacdo iguais a 0,53 e 0,57 para o lado direito e
esquerdo respectivamente (figura 11). A quantidade de foliculos apresentou uma tendéncia
decrescente com o aumento da idade dos animais, sendo este comportamento evidente para
ambos os lados dos ovarios, muito embora tenha se observado um menor valor de R? para o
ovdrio direito. As relagdes lineares entre a quantidade de foliculos e a idade das fémeas pode
ser descrita pela funcio y = (-0,5230x + 11,745) x 10’ para o ovirio esquerdo e y = (- 0,454x

+9,9635) x 10° para o ovdrio direito

Figura 11 - Relacdes lineares entre a populagéo folicular pré-antral e a idade das fémeas, separadas em funcéo
do lado ovariano.
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5.2.6.2 Numero de Folicullos em Fungdo do Peso do Ovdrio

Os modelos de regressdo linear utilizados para explicar a variacao do niimero de
foliculos pré-antrais em fun¢do do peso dos ovdrios, apresentaram coeficientes de correlagdo
iguais a 0,49 e 0,72 para o ovdrio no lado direito e esquerdo respectivamente. As equacaoes
resultantes foram y = (-2,6399x +10,315) x 10° e y=(-2,9856x + 13,157) x 10°. O ndmero de
foliculos apresentou uma tendéncia decrescente com o aumento do peso do ovdrio, sendo esse,
comportamento evidente para ambos os lados do ovario, com um valor de R* menor para o

ovario direito (Figura 12).

Figura 12 - Relacdo linear entre a populacdo folicular pré-antral e o peso dos ovarios, separados em fungdo do
lado ovariano.
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Considerando-se as relagdes entre o peso dos ovdrios e a idade dos exemplares,

analisados separadamente para cada lado ovariano , resultaram em modelos lineares cujas

correlagdes variam entre 0,68 para o ovdrio esquerdo e 0,81 para o ovdrio direito (Figura 13).

O peso dos ovdrios apresentou uma tendéncia crescente com o aumento da idade dos

exemplares, sendo esse comportamento evidente para ambos lados de disposi¢dao dos ovdarios.

As equacdes resultantes foram iguais a 'y = 0,1356x + 0,4458 R’ = 0,6826 para o ovdrio direito

ey=0,177x + 0,46 R> = 0,8121 para o ovirio esquerdo (Figura 13).

Figura 13 - Relacgdes lineares entre o peso dos ovdrios e a idade das fémeas, separadas em fungdo do lado

ovariano.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, mostraram dados referentes a
foliculogénese na espécie de cetdceos Sotalia fluviatilis. A localizag@o e o aspecto morfologico
daos foliculos pré-antrais obedeceram aos critérios previamente descrito por HULSHOF et

al.(1994a), onde os foliculos ovarianos se encontraram na zona periférica da regido cortical.

A presenca de um grande numero de foliculos degenerados provavelmente pode
ter sido devido ao tempo pds-mortem dos exemplares utilizados para o estudo, uma vez que as
células sofrem autdlise. Somando-se a isso, hd o processo natural denominado de atresia, a
qual é um processo degenerativo fisioldgico dos foliculos, podendo ocorrer por duas vias: a
degenerativa, caracterizada histologicamente pela presenca de corpos picnoéticos,
desintegracdo das células da granulosa, associada ou ndo a condensacdo e retracdo da
cromatina nuclear do odcito (CAHILL er al., 1979; DRIANCOURT et al., 1985) e a via
apoptdtica a qual € controlada geneticamente, ocorrendo a morte celular em resposta a um
controle intrinseco (HUGHES & GOROSPE, 1991). A andlise histolégica, neste estudo,
mostrou principalmente foliculos com retragdo do odcito, desorganizacio, picnose e aumento

das células da granulosa.

De acordo com WOOD et al. (1997), o primeiro indicio de degeneragdo no
foliculo pré-antral é a degeneracdo do odcito, seguindo um aumento do volume das células da
granulosa, desorganizacdo e baixa densidade celular, mas ndao havendo corpos picndticos na
célula da granulosa. Segundo (GRIMES et al., 1987; BLONDIN et al., 1986) a picnose das
células da granulosa é o primeiro e tinico indicador de atresia em foliculos antrais, j4 JORIO et
al. (1991), observou que picnose em células da granulosa € quase inexistente em foliculos pré-
antrais embora seja visto em foliculos antrais e torna-se mais frequente com foliculos de

tamanho aumentado.

No tocante a maturacdo sexual de Sotalia fluviatilis, a inferéncia de que ocorra
entre 6 e 8 anos nos espécimes analisados neste estudo, ndo difere muito das estimativas
realizadas por RAMOS (1997) e ROSAS (2000). Ambos propuseram respectivamente as

idades de 6 anos e 7 anos, baseando-se na andlise macroscopica do ovario. Este método,
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também aplicado neste estudo, € o mais utilizado ja que a presenca ou auséncia de cicatrizes na
superficie do ovério € facilmente observada macroscopicamente. Na maioria das espécies de

cetdceos os Cas sdo cicatrizes permanente na superficie dos ovarios (OHSUMI, 1964).

Do total de ovdrios analisados, foi observado que os valores foliculares
encontrados em individuos imaturos (0 a 6 anos) foi superior aqueles observados em
individuos maturos (acima de 7 anos), € que o nimero de foliculos diminui com o aumento da
idade, concordando com estudos de FIGUEIREDO et al. (1993), onde foi observado que o
nimero de foliculos pré-antrais varia significativamente conforme o estdgio reprodutivo.
Estudos histologicos em bovinos descreveram que o nudmero de foliculos pré-antrais
permaneceu estdvel até o quarto ou sexto ano de vida, declinando consideravelmente em
animais de idade avancada (ERICKSON, 1966b). De um modo geral a populacdo folicular
pode ser afetada por diversos fatores, tais como raca (CAHILL & MAULEON, 1980), idade
(ERICKSON 1966ab; MORE, et al., 1974; RUSSE, 1983), niveis hormonais (PETERS, 1976)
e estdgio reprodutivo (ERICKSON et al., 1976). Em S. fluviatilis, no Cear4, observou-se que

pelo menos a idade e o estagio reprodutivo afetam a populagdo folicular.

Com relacdo a posi¢do anatdomica do ovario, o nimero de foliculos entre o ovério
direito e esquerdo diferiu significativamente. De acordo com os estudos histologicos de
ERICKSON (1966a) em bovinos e de KORING et al. (1994) em primatas (ndo humanos), ndo
existiu diferenca significativa no nimero de foliculos pré-antrais observado em ambos os
ovdrios. Ja para caprinos (RODRIGUES, 1997) observou que o ovdrio direito apresentou uma
tendéncia maior no nimero de foliculos do que o ovério esquerdo, sendo a razdo, para tal,

ainda desconhecida.

A diferenca significativa persistiu, quando se separou o nimero de foliculo entre o
ovério direito e esquerdo para os animais imaturos, permanecendo o ovdrio esquerdo com
maior nimero de foliculos, sendo esta diferenca ndo observada em animais maturos,
possivelmente pelo pequeno tamanho amostral. Sabe-se que os foliculos primordiais sdo
ativados ou durante a vida fetal (primatas e ruminantes) ou no inicio do periodo neonatal
(roedores e coelho) (MARIANA et al., 1991; FORTUNE, 1994) e que a ativacdo desses
foliculos corresponde a passagem do pool de reserva para o pool de foliculos em crescimento.
De acordo com LUNENFELD, et al. (1975) dois fatores intraovarianos podem influenciar o

inicio do crescimento folicular: a degeneracdo dos foliculos grandes e o tamanho do pool de
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foliculos pequenos que ndo estdo em crescimento. Considerando que a funcionalidade do
ovdério seja o nimero de foliculos recrutados para um estdgio superior, supde-se que 0 OVAario
esquerdo, por apresentar um nimero maior de foliculos pré-antrais (pool de reserva), possa
influenciar um maior nimero de foliculos a serem recrutados, uma vez que o ndmero de
foliculos pré-antrais os quais deixam o pool de reserva podem ser predeterminado
geneticamente (EDWARDS et al., 1997), podendo indicar uma funcionalidade maio quando
comparado ao ovdrio direito, concordando com os trabalhos de HARRISON & BROWNER
(1971), BEST& DA SILVA (1984) E ROSAS (2000) os quais observaram, por meio de
cicatrizes ovulatorias, que fémeas de S. fluviatilis ovulam em ambos os ovarios, no entanto a
maturidade do ovério esquerdo € atingida antes do que a maturidade do ovério direito. No
presente estudo, contudo, ndo foram verificadas a polaridade da ovulacdo e a classificacdo dos

foliculos pré-antrais, dados importantes para a suposi¢do acima.

Neste trabalho também foram estudadas as relagdes entre o nimero de foliculos
pré-antrais € o peso dos ovdrios. Considerando o nimero total de ovdrios analisados,
verificou-se que o nimero de foliculos foi negativamente correlacionado com o peso ovariano,
nao havendo uma diferenca significativa do lado do ovario. Estes resultados estdo diretamente
relacionados com a composi¢ao do tecido ovariano. Foi observado que os valores encontrados
para o peso ovariano em animais maturos, foi superior aqueles observado em animais imaturos.
Este resultado estd de acordo com a literatura, pois é bem conhecido que diferentemente de
animais jovens, os ovarios oriundos de animais adultos contém um maior conteudo fibroso
(NICOSIA et al., 1975) e podem conter corpo(s) ldteo(s), os quais contribuiriam para
aumentar o peso dos ovarios (GONZALES-STAGNARO & MARRIO-BURY, 1993). Desta
maneira, os ovarios mais pesados, podem apresentar maior conteido fibroso, reduzindo o

espaco para os foliculos.

Os resultados aqui apresentados indicam que para os espécimens de S. fluviatilis,
provenientes da costa do Ceard, o estudo da populagdo folicular pré-antral se processou dentro
dos padrdes definidos para outras espécies de mamiferos. Futuros estudos em relacdo a
populacdo folicular pré-antral, reproducdo e maturacdo sexual, devem enfocar os aspectos
quanto a classificacdo e morfometria dos foliculos pré-antrais, polaridade da ovulagdo,
comprimento e idade de maturagdo sexual, que ndo puderam ser amplamente explorados

dentro do espectro desta dissertacao.
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7 CONCLUSAO

Este estudo relata pela primeira vez aspectos iniciais envolvidos na foliculogénese
em Sotalia fluviatilis, onde se observou que o nimero de foliculos pré-antrais de S. fluviatilis
pode ser influenciado pelo estdgio reprodutivo (individuos imaturos apresentam um maior
nimero de foliculos pré-antrais), peso (quanto maior o peso do ovério a quantidade de
foliculos pré-antrais diminui), idade ( quanto maior a idade menor a quantidade de foliculos
pré-antrais). Também foi observado que a posicao anatdmica do ovario influéncia a populagdo
folicular pré-antral, sendo levantada a hipétese de que possa haver uma maior funcionalidade

do ovirio esquerdo quando comparado ao direito.

Sob o ponto de vista da conservacdo, o presente estudo apresentou a primeira
etapa indispensédvel para o processo de preservacdo do potencial oocitdrio de animais de elite
ou daqueles em via de extingdo. Os dados quantitativos da foliculogénese descritos no
trabalho, poderdo servir como parametro para futuros estudos in vivo ou in vitro da
foliculogénese em S. fluviatilis. Dessa forma, novas informac¢des acerca dos foliculos pré-
antrais de S. fluviatilis poderdo ser obtidas, gerando mais oportunidade para a realizacdo de
novas pesquisas, visando a elucidacdo da foliculogénese na fase pré-antral na espécie, o que

contribuird no futuro para um melhor aproveitamento do seu potencial oocitério.
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