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Resumo - os foliculos multioécitos séo relatados em muitas espécies de mamiferos, porém sdo escassos 0s trabalhos que

descrevem sua ocorréncia e caracteristicas em ovelhas em especial daquelas portadoras de mutagdes génicas a exemplo da FecGE que
aumenta a taxa de ovulacdo. O objetivo desse trabalho foi caracterizar morfologicamente os foliculos multiodcitos e associar sua
ocorréncia e caracteristicas a variante genética prolifica FecGE em ovelhas Santa Inés. As ovelhas foram genotipadas para a FecGE e
divididas em trés grupos genétipos: 19 homozigotas ndo mutantes (FecG*'*), 27 heterozigotas (FecG*') e 11 homozigotas (FecGEF)
mutantes. Os ovarios das ovelhas foram coletados e destinados para processamento histologico, a fim de realizar a identificacéo,
classificacdo quanto ao estagio de desenvolvimento e quantidade de odcitos inclusos, viabilidade folicular e, a analise morfométrica
dos foliculos e, dos o6citos, nucleos e nucléolos dos multiodcitos. As médias obtidas em cada varidvel analisada foram submetidas &
ANOVA ou Kruskal-Wallis a depender de sua normalidade e homocedasticidade com pds-teste de Tukey ou Dunn, respectivamente,
e as frequéncias analisadas pelo teste Qui-quadrado, considerando-se 5% como nivel de significancia. N&o foi observada diferenca na
frequéncia de multiodcitos entre os gendtipos: FecGE (3,5%), FecG™E (3,3%) e FecG*'* (3,0%). Houve uma maior viabilidade dos
multiodeitos de transicdo nas fémeas FecGE (95,0%) e FecG*E (90,9%) em relagdo a FecG** (73,3%). O diametro oocitario dos
foliculos de transicdo biodcitos de ovelhas portadoras da mutacdo foi maior que aquele das ndo mutantes: FecG®E (18,4 pm);
FecG*E (16,7 pm) e; FecG™ (13,9 pm). Os foliculos multiodcitos sao verificados em ovelhas da raca Santa Inés e sua frequéncia
nio é afetada pela mutacdo FecGE, porém as ovelhas mutantes possuem foliculos de transicdo com maior viabilidade e oécitos com
maior didmetro.
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Introducéao

A ovinocultura contribui com a geracdo de renda e possibilita a fixagdo do homem em areas rurais com diferentes condigdes
edafoclimaticas. Para que essa atividade se torne mais rentavel, a melhoria do desempenho reprodutivo dos animais é fundamental,
considerando que este fator é limitante para a sua lucratividade (Morais, 2011). Programas de melhoramento genético vém
possibilitando aumentar a frequéncia de mutagdes génicas responsaveis por fenotipos de interesse produtivo, a exemplo do aumento
da prolificidade (Milazzotto et al., 2008). Em ovelhas Santa Inés, no gene Fator de Crescimento e Diferenciagdo— 9 (Growth
Differentiation Factor— 9, GDF-9), que codifica a proteina de mesmo nome, foi descoberta uma mutagdo nomeada Fecundity Gene -
Embrapa (FecGF), responsavel por um efeito aditivo na taxa de ovulagdo (82%) e prolificidade (58%) em homozigose (Silva et al.,
2011; Azevedo et al., 2015).

A taxa de ovulacdo esta relacionada com a quantidade de o6citos aptos a serem ovulados por ciclo estral de uma fémea, sendo
normalmente observado que cada gameta esta envolvido por células somaticas formando um foliculo, o qual lhe disponibiliza um
ambiente favoravel para sua maturagdo e posterior fertilizacdo (Hafez; Hafez, 2004). Apesar dessa morfofisiologia caracteristica,
trabalhos relatam a ocorréncia de foliculos contendo mais de um od6cito, denominados multiodcitos, oriundos de uma incompleta
separacao das células germinativas no inicio da foliculogénese ou induzidos por altos niveis de estrégeno durante o desenvolvimento
neonatal (Kipp et al., 2007; Tingen et al., 2009).

Os multiodcitos estdo presentes em muitas espécies de mamiferos, com frequéncia variavel dentro e entre as espécies e, produzindo
mais estradiol quando comparados a foliculos unioocitarios (Payan-Carreira; Pires, 2008; Stankiewicz et al., 2009; Reynaud et al.,
2010). Os odcitos dos foliculos multiodcitos tém uma menor taxa de fertilizagdo in vitro quando comparados aos odcitos de foliculos
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monoocitarios, porém com capacidade de produzir embrifes no estagio de blastocistos (Stankiewicz et al., 2009). Em ovelhas, os
escassos trabalhos que descrevem a ocorréncia e caracteristicas dos multiodcitos confirmam a sua viabilidade com possivel papel na
funcéo ovariana (Hadek, 1958; Oliveira et al., 2017).

Apesar da hipdtese de que o aumento da frequéncia de multiodcitos eleva a prolificidade (Spitschak et al., 2007; Payan-Carreira;
Pires, 2008) esta relagdo ndo tem sido confirmada especialmente no caso das mutagfes que elevam a taxa de ovulagdo. Analisar a
frequéncia e caracterizar a populagcdo de multiodcitos pode elucidar mecanismos de agdo génica como aqueles relacionados a
mutacdo FecGE e servir como base fisioldgica para o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas de multiplicagdo de animais
geneticamente superiores, como a produc¢do de embriBes in vitro, que tém como finalidade maximizar o desempenho reprodutivo e
produtivo dos rebanhos.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar morfologicamente os foliculos multiodcitos e associar sua ocorréncia e caracteristicas a
variante genética prolifica FecGE em ovelhas Santa Inés.

Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), lei n°. 11794/2008, aprovados na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros
(Namero de protocolo: 13072016.006) e ocorreram no periodo de outubro de 2010 até margo de 2018. Foram utilizadas 57 ovelhas
pertencentes ao NUcleo de Conservagdo in situ de Ovinos da Raga Santa Inés da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no Campo
experimental Pedro Arle (CEPA), municipio de Frei Paulo, Sergipe, Brasil (Latitude: 10°36°08” Sul e Longitude: 37°38°29” Qeste).

A partir de amostras de sangue (5mL), colhidas através de puncdo da veia jugular e armazenadas em tubos contendo EDTA, as
ovelhas foram genotipadas para o FecGE por Reacdo de Cadeia da Polimerase — PCR/RFLP (Silva et al., 2011) no laboratério de
genética animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia/DF, Brasil. Baseando-se no resultado da genotipagem, as
ovelhas foram classificadas em trés grupos gendtipos: 19 homozigotas ndo mutantes (FecG*) e, 27 heterozigotas (FecG*E) e
11 homozigotas (FecG™E) mutantes.

Todos os animais foram abatidos e tiveram seus ovarios coletados assepticamente e transportados em meio tamponado com
antibidtico até o laboratério de Biotecnologia da Reprodugdo Animal (LABRA), na sede da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em
Aracaju, Sergipe, Brasil. Fragmentos de tecido (3x3x1 mm) foram retirados em pontos aleatérios do cortex do ovario direito e
esquerdo de cada ovelha a fim de serem processados histologicamente: fixados em Carnoy por 12 horas, desidratados em séries
crescentes de etanol, diafanizados em xilol, banhados e inclusos em parafina para confeccdo de laminas elaboradas a partir de cortes
seriados de 7 um de espessura em micrétomo e, corados utilizando o método hematoxilina e eosina (Behmer et al., 1976).

Com o auxilio de microscépio optico (400x) e camera digital, os foliculos foram quantificados e classificados quanto a quantidade de
odcitos inclusos. Os multiodcitos foram analisados quanto a morfologia das células da granulosa que circundavam os odcitos, sendo
classificados quanto ao estagio de desenvolvimento: primordiais, presenca de células pavimentosas; transicdo, presencga de células
pavimentosas e trés ou mais células cuboides; primarios, presenga de uma camada completa de células cuboides; secundarios,
presenca de duas ou mais camadas de células cuboides e; antrais, presenca de mais de duas camadas de células cuboides e formagédo
do antro (Ireland et al., 2008; Silva-Santos et al., 2011). Os foliculos multioocitarios foram classificados morfologicamente como
normais ou degenerados com base na integridade da membrana basal do odcito, presenca de corpos picnéticos no nicleo do odcito,
retracdo oocitaria e, organizacdo das células da granulosa (Carambula et al., 1999). Por meio das imagens capturadas, realizou-se a
mensuracdo da largura e altura dos foliculos, odcitos, nicleos e nucléolos e, a partir da média das duas medidas, foram calculados os
didmetros destas estruturas (Lundy et al., 1999) utilizando-se o software ZEN 2011.

Para andlise dos dados, cada ovelha foi considerada uma repeticdo dentro de cada grupo gendétipo e, as caracteristicas dos
multiodcitos foram analisadas e comparadas quando apresentavam um nimero minimo de repeticdes (n = 5) segundo a metodologia
estatistica adotada. Os dados foram submetidos a anélise de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Bartlett) e aqueles
com distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para verificar se houve influéncia significativa do
genotipo e, ao teste post-hoc de Tukey para comparar 0s grupos genotipos entre si. As caracteristicas com distribui¢do ndo-normal
dos dados foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis com comparagdo maltipla de médias e, ao pds-teste Dunn para verificar
diferencas entre os genotipos. A diferenca entre os genétipos quanto as frequéncias observadas e esperadas de foliculos multiodcitos
normais foi analisada pelo teste de qui-quadrado. As avaliagdes estatisticas foram realizadas através dos programas computacionais
Excel e SISVAR, com 95% de nivel de confianga.
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Resultados e Discussao

Os trabalhos que estudam foliculos multiodcitos em ovelhas sdo escassos e apesar de comprovarem a ocorréncia nesta espécie
(Hadek, 1958; Oliveira et al., 2017), ndo relatam a sua relacdo com mutacdes génicas, em especial com a FecGE. Os resultados deste
trabalho demostraram que a FecGE ndo teve influéncia sobre a frequéncia de multioéeitos (FecG** - 3,0%; FecG™ - 3,3% e
FecGEE - 3,5%) e, confirmaram sua ocorréncia em ovinos Santa Inés, estando presente em 63,1% (36/57) das ovelhas, em 40,3%
(46/114) dos ovarios e representando 3,2% (315/9.637) do total de foliculos observados.

Foram encontrados foliculos multiodcitos apenas nos estagios iniciais de desenvolvimento (primordial e de transi¢do). Quando
analisada a viabilidade desses foliculos, foi observado que os multiodcitos no estagio de transicéo sofreram influéncia do gendtipo,
com as ovelhas E/E (95,0%) e +/E (90,9%) apresentando uma maior frequéncia de foliculos normais que as ovelhas +/+ (73,3%). O
fato dos foliculos multiodcitos terem maior viabilidade nas ovelhas mutantes pode ter relagdo com a maior taxa de ovulacdo
verificada como efeito desta mutagdo (Silva et al., 2011). O GDF-9 tem sido associado a viabilidade e desenvolvimento dos foliculos
por regular a absorcdo de substratos energéticos para os odcitos (Sugiura; Eppig, 2005), além de diminuir a apoptose das células da
granulosa (Orisaka et al., 2006), mecanismos estes que podem refletir-se na qualidade do foliculo.

Foi observada a seguinte frequéncia de multiodcitos de acordo com a quantidade de odcitos inclusos: dois (70,5%), trés (20,0%),
quatro (6,0%), cinco (2,3%), seis (0,6%) e sete (0,6%) odcitos (Figura 1). A frequéncia de odcitos por foliculo observada neste
trabalho estd condizente com o relato de Reynaud et al. (2010), os quais identificaram uma menor ocorréncia de multiodcitos
conforme aumenta a quantidade de odcitos. Em coelhas, foi observado que a medida que aumenta a quantidade de odcitos nos
multiodcitos, uma localizagdo mais centralizada destes gametas esta correlacionada com sua viabilidade (Al-Mufit et al., 1998),
sendo importante a realizag8o de trabalhos em ovelhas que identifiquem essa relag&o.

Figura 1. Foliculos multiodcitos observados em ovelhas FecGE:

transicdo com dois odcitos (A); transicdo com trés odcitos (B);

primordial com quatro odcitos (C); primordial com cinco odcitos (D);

transi¢do com seis odcitos (E); primordial com sete o6citos (F).

Fonte: Arquivo pessoal.
Na anélise morfométrica, a comparacéo entre os gendtipos foi feita apenas nos foliculos biodcitos (Tabela 1) devido ao nimero
insuficiente de repeticfes dos multiocitos com trés ou mais odcitos, cujos resultados estdo expostos desconsiderando a mutacgéo
FecGF (Tabela 2). O genétipo teve influéncia apenas sobre o didmetro oocitério dos bioécitos em estagio de transicéo.

Tabela 1. Diametro médio e erro-padréo de foliculos, odcitos, nucleos e nucléolos de biodcitos primordiais e de transigdo de ovelhas
Santa Inés em funco do gen6tipo FecGE.

Genotipos FecGE

Categoria folicular +/+ +/E E/E

Diametro folicular (um)

Primordial 28,7+2,0 29,2+1,5 27,4+4,3

Transicéo 35,4+1,9 29,7+2,0 30,5+2,9
Diametro oocitério (um)

Primordial 14,9+1,0 16,8+0,7 15,9+1,1

Transicéo 13,940,9° 16,7+1,0° 18,4+1,2*
Diametro do ndcleo (um)

Primordial 9,4+0,3 9,7+0,3 9,9+1,2

Transicéo 10,0+0,2 9,9+0,4 9,5+0,9

Diametro do nucléolo (um)
Primordial 2,240,2 2,3+0,1 2,0+0,2
Transicéo 2,1+0,3 2,2+0,2 2,2+0,3

(+/+): genétipo homozigoto ndo mutante, (+/E): gendtipo heterozigoto mutante e (E/E): genétipo homozigoto mutante. Médias acompanhadas de letras diferentes na
mesma linha diferem significativamente (P < 0,05).
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Tabela 2. Médias e erros padrdes dos diametros dos foliculos, odcitos, ntcleos e nucléolos de multiodcitos primordiais e de transicdo
de ovelhas Santa Inés em funcéo do ndmero de odcitos.

Multioécitos

Categoria folicular 3 odcitos 4 o6citos 5 odcitos 6 oocitos
Diametro folicular (um)
Primordial 34,9£1,6 42,1+2.8 * -
Transicéo 36,6+1,1 40,4£3,1 50,9+3,3 46,6+9,1
Diametro oocitario (um)
Primordial 16,7+0,5 16,7+1,2 * -
Transicdo 15,7+0,6 15,8+1,0 16,3+1,9 16,4+1,2
Diametro do ndcleo (pm)
Primordial 9,7+0,4 10,7+£0,4 * -
Transicéo 10,6+0,3 9,9+0,7 8,7+0,3 10,5+1,2
Diametro do nucléolo (um)
Primordial 2,240,1 2,004 * -
Transicéo 2,440,1 2,0+0,1 2,440,4 2,6+0,5

(-) Nao foi encontrado. (*) Nao foi possivel realizar analise descritiva - nimero de repeti¢des < 5. OBS: Foram identificados apenas dois foliculos primordiais com sete
o6citos néo sendo analisados morfometricamente por terem pertencido a apenas uma ovelha FecG*E.

Conclusoes

Os foliculos multiodcitos sdo verificados em ovelhas da raga Santa Inés e possuem caracteristicas especificas. A frequéncia dos
multiodcitos ndo é afetada pela mutacdo FecGF, porém as ovelhas mutantes possuem foliculos de transicio com maior viabilidade e
odcitos com maior didmetro.
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