Juliana Costa da Conceicéo

Dinamica de desenvolvimento folicular e perfil da
concentracao plasmatica de progesterona durante o ciclo

estral da Jumenta (Equus asinus)

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Botucatu para a obtencao do
Titulo de Mestre em Medicina Veterinaria, Area de

Reproducao Animal.

Orientador: Prof. Ass. Dr. Cezinande de Meira

Botucatu — SP
2005



AGRADECIMENTOS
Em especial ao Prof. Ass. Dr. Cezinande de Meira pela orientacdo durante

estes dois anos.

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - e ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, pela

oportunidade de dar continuidade a minha formacéao profissional.

Aos professores, residentes e poés-graduandos do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, que de forma individual e

diferenciada me acolheram de bragos abertos.

A professora Eunice Oba pelo carinho, amizade e principalmente pela

colaboracao na realizacao deste estudo.

Aos funcionarios da Fazenda Experimental de Zootecnia -Colina — SP, em
especial ao Méd. Vet. José Victor de Oliveira, pela amizade e auxilio no

desenvolvimento deste estudo.

Aos amigos, em especial Karina Alberti e Marili Gioso, pelos momentos de

descontracédo e incentivo vividos nestes dois anos.

A todos que de forma direta ou indiretamente colaboraram para a realizacéo

deste meu ideal.



SUMARIO Pagina

RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE TABELAS -----semmm oo i
LISTA DE FIGURAS ~----nmm e i
L. INTRODUGAQ --nmmmmmmmmemr oo 1
2. OBJETIVO --mmmemmm oo 2
3. REVISAO DE LITERATURA =-----nmmmm oo 3
3.1.1 Fisiologia do desenvolvimento folicular ----------------------e-on--- 3
3.1.2 Oogénese e foliculogénese ---------=-====mmmmmmmmmmmeemeo oo 3
3.2 CiClO @Stral =-=-======mmmmm oo 3)
3.2.1 Comportamento sexual e Duracéo do ciclo estral --------------- 5
3.2.2 Fisiologia ovariana ---=-=============mm=mmmmmm oo 6
3.2.2.1 Ondas foliculares -----=-========mnmmmmmmmmoo oo 6
3.2.2.2 Desvio folicular e selegéo do foliculo dominante ------ --------- 8
3.2.2.3 Atresia folicular ----=-======mmmmmmm oo 10
3.2.2.4 OVUIAGEQ---=-=======mmmmmmmm oo oo e 10
3.4 Corpo Luteo e Concentracéo de Progesterona (P4)-------------------- 12
4. MATERIAL E METODO -----ssrnnmmmm oo 14
4.1 Animais e local do eStudO---=-=======nmmmmmm oo 14
4.2 Avaliagdo ultra-sonografica ---------==-=======m==mmmmmmemm oo 14
4.3 Analise Hormonal ---=--====m=mmmmmmmm oo 15
4.4 Analise Estatistica --------=--=======mmmmmmmoo oo 16
5. RESULTADOS --nnnmssmmmmmem s oo 17
5.1 Dinamica folicular -=--=-=====mmmmmm oo 17
5.2 Concentracao de progesterona ----------=-==-========--mmeommmmmomeoooooo- 18
5.3 Resultados (dados agrupados) --------=-==========-=mmmmcomoooooooo e 18
5.3.1. Dinamica folicular e ovulag&o ----------=-========mmmmmmmmmmmmmeeeee 18

5.3.2. Concentragdo de progesterona e diametro do corpo luteo ---19
5.3.3 Duragéo do ciclo estral -----===-=======mmmmmm oo 20



o DISCUSSAQ --mmmmmmmmmmm e 25
6.1 Concentracéo plasmatica de progesterona ----------------=--=----------- 28
. CONCLUSAQ =-mmmmmmmmmmmm oo 29
. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA --------nnnnnnnnee e 30



LISTA DE FIGURAS Paginas

Figura 1: Diametro médio (mm) do foliculo dominante e do segundo maior
foliculo (subordinado), do dia da emergéncia até a ovulagédo (n=8),
considerando as ondas foliculares maiores primarias. --------------- 23

Figura 2: Diametro do CL (mm) e concentracdo plasmatica de progesterona
(ng/ml) em jumentas com simples (n=5) e duplas (n=3) ovulagoes,
observada a partir da ovulagédo referéncia (DO).

Figura 3: Concentracdo plasmatica de progesterona (ng/ml) ao longo de dois
ciclos estrais, cujos animais apresentaram ovulagcdo durante o

diestro. As setas indicam os dias que foram detectadas as
ovulacdes de diestro (OV= ovulacao).



LISTA DE TABELAS Paginas

Tabela 1: Dinamica folicular observada durante o ciclo estral de jumentas
caracterizado por uma (n=6) ou duas(n=4) ondas foliculares maiores em dez

ciclos, considerando-se DO= dia da ovulagao.---- -------=----=-=-mmmmmmmmmmm e 21

Tabela 2: Taxa de crescimento do foliculo dominante e do segundo maior
foliculo (subordinado) antes e depois do desvio folicular e taxa de regressao do
foliculo subordinado depois do desvio folicular, durante o ciclo estral de

JUMENLAS (N=8).mmmmmmmmmmmmmmem e s oo oo 21

Tabela 3: Variaveis da dindmica ovariana detectada a partir da onda folicular

primaria em todos 0s ciclos estrais (N=8).--------=-=-=-m-mmmm oo 22



RESUMO

A atividade folicular ovariana foi estudada utilizando-se a ultra-sonografia e a
concentracdo plasmatica de progesterona (P4) ao longo de 10 ciclos estrais em
jumentas da raca Marchador Brasileira. Diariamente exames ultra-sonografico
foram realizados e os dados compilados foram estudados retrospectivamente,
baseando-se na identificacdo diaria de cada foliculo. Amostras de sangue
foram colhidas diariamente a partir da ovulacdo (DO) até a ovulagéo
subsequente. Os foliculos com diametros >11 mm foram mensurados e o
didmetro médio foi registrado diariamente em um mapa representativo dos
ovarios realizando uma analise retrospectiva dos dados, permitindo a
construcdo da dinamica de crescimento folicular. Uma e duas ondas foliculares
maiores foram detectadas em seis (60%) e quatro (40%) dos dez ciclos estrais
estudados, respectivamente. A emergéncia da onda primaria e divergéncia
folicular para ciclos com uma onda maior foram 10,2+0,75 e 14+0,81 e para 0s
ciclos com duas ondas maiores 912 e 14,0+1,15 dias pos-ovulacdo. O diametro
maximo do foliculo dominante nos ciclos com uma e duas ondas foliculares
foram 37,2+3,35 mm e 37,3+t1,1mm, respectivamente. A duracdo média do
intervalo interovulatorio foi de 23+1,79 e 22,3£1,26 dias nos ciclos com uma ou
duas ondas maiores. O didmetro maximo do foliculo dominante foi ligeiramente
menor nos casos de ovulacdes duplas, em comparacdo as ovulagcbes Unicas
(p>0,05). Os corpos lateos formados a partir de ovulagcdes simples ou duplas
apresentaram diametro de 26,2+ 4,4 e 22,12, 7mm, respectivamente,
representando 66,1% e 64,1% do tamanho do foliculo pré-ovulatorio. A
presenca de dois corpos liteos nos ovarios das jumentas que apresentaram
ovulacbes duplas, ndo refletiu em aumento significativo da concentracdo de

progesterona.



ABSTRACT

The ovarian activity was accessed by ultrasound and progesterone plasma
concentrations (P4) throughout 10 estrous cycles from Jennies (Marchador
Brasileira). Daily ultrasound examinations were performed and the dada was
retrospectively studied based on daily identification of each follicle detected.
Blood samples were collected every 24 hours from ovulation (DO) until the next
identified ovulation. The follicles measuring 11mm were detected and their
mean diameter was registered daily using an ovarian map and permitting a
retrospective evaluation of the dada, which represented the follicular growth
dynamics. One and two major follicular waves were detected in six (60%) and
four ( 40%) cycles respectively from ten estrous cycles in the present study.
The primary wave emergency and follicle deviation from the cycles observed
during the present study with one major follicular wave occurred at day 10.2 +
0.75 and at day14.1 + 0.81 and for cycles with two major waves, those events
occurred at 9 =+ 2 and 14.0 £ 1.15 days after ovulation. The maximum diameter
of the dominant follicle at the cycles with one and two follicular waves were 37.2
+ 3.35 mm and 37.3 = 1.1 respectively. The mean intervals from two ovulations
were 23 + 1.79 and 22.3 + 1.26 days when observed in cycles with one and two
major follicular waves. The maximum diameter of the dominant follicle was
slightly smaller when double ovulations were observed if compared with the
single ovulations (p>0.05). The corpora lutea formed from single ovulations or
double ovulations presented a mean diameter of 26.2 + 4.4 and 22.1 + 2.7 mm,
respectively, which represented 66.1% and 64.1% of the preovulatory follicle
diameter. The presence of two Cls from double ovulations was not reflected by

a significant increase on progesterone concentrations.



1. INTRODUCAO

A utilizagdo da ultra-sonografia na reproducdo animal permitiu
aprimorar os conhecimentos da dinamica ovariana durante o ciclo estral de
diversas espécies domeésticas, dentre elas, a bovina € a mais estudada. As
pesquisas desenvolvidas nos Ultimos anos a respeito da atividade ovariana
geraram importantes informagdes sobre as caracteristicas da foliculogénese
durante o ciclo estral. Essas caracteristicas se mostram proprias para cada
espécie (FORTUNE, 1994).

A caracterizacdo do padrdo de crescimento folicular e a crescente
compreensao dos seus mecanismos reguladores sdo de grande utilidade na
manipulagdo artificial da funcdo ovariana, para um controle exdgeno das ondas
foliculares e dos fenbmenos de recrutamento, emergéncia, selecédo, desvio,
dominancia folicular, ovulacdo e atresia. A aplicabilidade desses
conhecimentos e sua eficiéncia ja foram comprovadas em programas de
sincronizacdo de cio e superovulagdo em bovinos, demonstrando estreita
relacdo entre a fisiologia ovariana e a biotecnologia (ADAMS, 1994;
MAPLETOFT et al., 1994).

Com relagdo a espécie equina os estudos informam a existéncia de
variacdes nos modelos de desenvolvimento folicular de acordo com a raga e
época da estacao do ano (GINTHER & BERGFELT, 1993).

A utilizacdo de jumentos e muares no trabalho agropecuario vem
crescendo muito nos ultimos anos, tornando esta espécie de grande relevancia
para a economia nacional. Apesar da importancia econdmica desses animais,
poucas pesquisas tém sido desenvolvidas, visando o conhecimento da
fisiologia reprodutiva da espécie. Os aspectos fisioldégicos do ciclo reprodutivo
da égua tém recebido especial atencdo dos pesquisadores, porém nas
jumentas, poucos trabalhos enfocam o assunto.

As pesquisas desenvolvidas por Meira et al. (1995) e Henry et al.
(1987), procuraram contribuir para o entendimento do comportamento

reprodutivo e de alguns aspectos fisioldgicos do ciclo estral da espécie asinina.
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2. OBJETIVOS

A presente pesquisa teve por objetivo estudar a dindmica ovariana em
jumentas durante o ciclo estral por meio da ultra-sonografia e nesse contexto
determinou-se em cada ciclo estral.

a) A ocorréncia do numero de ondas foliculares

b) O dia da emergéncia da onda e desvio folicular

c) A taxa de crescimento do foliculo dominante antes e apos o desvio
folicular e crescimento do segundo maior foliculo (subordinado) antes
do desvio e a taxa de atresia apds o desvio.

No que diz respeito a progesterona, determinou-se a concentracao
plasmética deste horménio e correlacionou-a ao didmetro do corpo lateo

durante o diestro.
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3. REVISAO DE LITERATURA:

3.1 Fisiologia do desenvolvimento folicular

3.1.1 Oogénese e Foliculogénese

As células primordiais, no inicio do desenvolvimento embrionério, sdo
originarias do saco vitelinico e migram para a crista genital, colonizando a
gbnada indiferenciada e recebem a denominacdo de oogobnias. AplOs a
proliferacdo mitdtica, as oogobnias iniciam um processo de divisdo meidtica,
transformando-se em odcitos primarios, os quais permanecem na fase de
dipléteno da préfase | (repouso meiético) desde a vida fetal até a puberdade
(GINTHER, 1989).

Inicialmente quando as oogbnias se desenvolvem, tornam-se rodeadas
por células precursoras da granulosa, conhecidas como células foliculares,
iniciando a foliculogénese (GOUDET et al.,, 1998). A foliculogénese € o
processo de formacdo, crescimento e maturacao folicular, iniciado com o
desenvolvimento das oogbnias e a formacéo do foliculo primordial, e resulta na
formacao do foliculo De Graaf também denominado de foliculo pré-ovulatorio
ou de foliculo maduro (PICTON, 2001; MONNIAUX et al., 1997).

Nos foliculos primordiais € encontrada a presenca do o0cito primario
envolto por uma camada de células foliculares, porém o0s sinais responsaveis
pela ativagdo destes foliculos e os mecanismos reguladores de seu
desenvolvimento ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Portanto,
acumulam-se evidencias de que o inicio e crescimento do foliculo primordial
requerem a expressdo de varios fatores e receptores: receptores de
gonadotrofinas, fator de crescimento B (TGF — B) e fator fibroblastico de
crescimento 2 (HULSHOF, 1995).

Até o inicio da puberdade os o00citos permanecem em repouso
meidtico, ap0s a primeira divisdo meidtica ocorre o surgimento do primeiro
corpusculo polar indicando a maturagdo do odcito. Com o0 processo de
fecundacdo haverd a emissdo do segundo corpo polar e formagdo dos pro-

nacleos masculino e feminino, a meiose Il ocorre por meio do fator de ativacao
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de maturacdo (MFP) e ativador mitogénico da proteina Kinase (MAPK)
(GOUDET et al., 1998). A meiose € reiniciada apenas no o6cito do foliculo De
Graaf selecionado através do pico pré-ovulatério das gonadotrofinas, que
acontecem durante a vida fértil. Entretanto, a maturacédo meiotica que ocorre no
oocito se refere especificamente a conversdo dos odcitos imaturos presentes
nos foliculos, em odcitos maduros imediatamente antes da ovulacdo, pelo
processo de maturacdo nuclear e citoplasmatica (LANDIM-ALVARENGA,
1999).

No foliculo ovariano encontra-se o o0cito, e este € um compartimento
que capacita o ovario a preencher sua dupla funcdo de gametogénese e
esteroidogénese (HAFEZ, 1995). Ap0s o0 nascimento, alguns foliculos
primordiais comegam a crescer continuamente durante a vida, mas o destino
da maioria dos foliculos ovarianos é a atresia. Este fato ocorre, pois durante o
ciclo reprodutivo dos mamiferos, apenas um pequeno numero espécie-
especifico de foliculos é selecionado para completar a diferenciacdo e ovular
(FORTUNE et al., 2001).

Nas espécies monovulatorias, o desenvolvimento folicular final €&
subscrito em trés fases: a primeira inicia-se com a ativacdo do foliculo
primordial, a segunda, ocorre o recrutamento e o crescimento folicular, e a
terceira ocasionando a selecdo de um ou dois foliculos dominantes e atresia
dos foliculos subordinados (GINTHER & BERGFELT, 1993).

Os foliculos, de acordo com seu desenvolvimento, podem ser
subdivididos em pré-antrais e antrais, os pré-antrais sdo os foliculos
primordiais, foliculos primarios e foliculos secundéarios; e o0s antrais
compreendem os foliculos terciarios e os foliculos De Graaf (HAFEZ, 1987;
FORTUNE, 1994; HULSHOF, 1995).

Os foliculos pré-antrais compdem a fase mais longa e séo
dependentes de fatores ovarianos intrinsecos denominados de fatores
paracrinos e autocrinos (AUSTIN & SHORT, 1982). Ja os foliculos antrais, sdo
caracterizados pelo desenvolvimento do antro quando os foliculos atingem
aproximadamente 300 uym de diametro na espécie eqlina, e sao regulados
pela hipdéfise, ou seja, € dependente de FSH e LH, além da acédo do estrégeno

produzido pelo proprio foliculo (HAFEZ, 1995).
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Ao mesmo tempo em que ocorre 0 processo de formacdo do antro,
uma bainha de células, conhecidas como células da teca, forma ao redor das
células da granulosa. As células da teca formam duas subcamadas: a teca
externa, a qual esta constituida, quase que totalmente, por tecido conjuntivo e
a teca interna a qual € a camada vascular interna. Enquanto ocorre nova
proliferacdo de células da granulosa, estas células se organizam em duplas
camadas ao redor do odcito, formando o “cummulus o6phorus”. Os principais
produtos secretados pelas células da teca sao os andrégenos, enquanto isso,
as células da granulosa produzem estrégeno e inibina. Estes eventos
demonstram a passagem de foliculo secundario a terciario, o qual inicia nhovo
desenvolvimento, até ser eleito a ovulagéo (HIRSHFIELD, 1991; HYTTEL et al.,
1997).

3.2 Ciclo estral

3.2.1 Comportamento sexual e duracédo do ciclo estral

O ciclo estral, tanto na espécie equina, como na espécie asinina, é
caracterizado por duas fases: fase de desenvolvimento folicular e fase
luteinica. A fase de desenvolvimento folicular ou estrogénica é evidenciada
pela receptividade ao garanhdo, denominada de estro ou cio. A manifestacao
do estro mais evidente se difere entre estas espécies. Nas éguas, na fase
receptiva ao garanhdo, o comportamento sexual € demonstrado pela exposicao
do clitéris, cauda em bandeira, mic¢éo freqiente (McCKINNON et al., 1993). Ja
nas jumentas, nesta fase receptiva, apresenta um movimento de abrir e fechar
a boca, denominado vulgarmente de “mastigacéo”, orelhas abaixadas rente ao
pescoc¢o e voltadas para tras e aceita a monta de outras fémeas da mesma
espécie (MEIRA et al., 1995). A maioria das jumentas que estdo em fase de
estro, vocaliza (BLANCHARD et al., 2005).

A fase progesterbnica € demonstrada por um periodo de rejeicdo ao
macho, apresentando manifestacfes similares entre as duas espécies como:
abaixar a cauda entre as pernas movimentar-se, escoicear e nao aceitacéo da
monta (MCKINNON et al., 1993; MEIRA et al., 1995).
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Vale ressaltar que a demonstracdo de estro ou cio em ambas as
espécies € individual e depende muitas vezes do método de deteccdo (HENRY
et al., 1987; MCKINNON et al., 1993).

A duracao do ciclo estral nas éguas varia em média de 21 a 22 dias,
sendo aproximadamente 14 e 15 dias de diestro e 5 a 7 dias de estro (SUSAN
et al., 1996; NAGY et al., 1998; MCKINNON et al.,, 1993). Nas jumentas, a
duracéo do ciclo estral € de aproximadamente 23 a 25 dias, sendo o periodo do
estro de 6 a 7 dias e diestro de 17 a 19 dias (VANDEPLASSCHE et al., 1981;
HENRY et al., 1987; MEIRA et al., 1995).

3.2.2 Fisiologia ovariana

3.2.2.1 Ondas foliculares

Um aumento transitério na populacdo de foliculos no inicio e na
metade do diestro em éguas é notado a partir da avaliacdo ovariana continua
pela palpacado retal (GINTHER, 1992). Com a utilizacdo da ultra-sonografia,
observou um aumento na populagao folicular (210 mm) na metade do diestro,
que foi seguida depois de sete a oito dias pelo continuado crescimento do
maior foliculo e parada ou reducdo no crescimento dos demais (GINTHER,
1995). A partir de entdo outros trabalhos realizados com o acompanhamento
diario do tamanho de foliculos >15 mm individualmente (identidade) mostraram
que nas éguas, durante a estacdo ovulatéria, ha uma onda folicular detectada
na metade do diestro e em 29 a 42% dos animais outra onda inicia-se ao fim do
estro ou comeco do diestro, 0 que caracteriza a ocorréncia de apenas uma
onda folicular na maioria dos animais e um percentual menor da ocorréncia de
ciclos com duas ondas foliculares (BERGFELT, 1998).

De acordo com WEBB et al. (1999), a partir da formacdo do antro, os
foliculos tornam-se dependente de gonadotrofinas que estimulam o seu
desenvolvimento demonstrado pela expressdo de receptores de FSH pelas
células da granulosa e receptores de LH pelas células da teca.

Na espécie asinina, Meira et al. (1995), observaram um “pool” de

desenvolvimento folicular de 11 a 20 mm com inicio entre o sétimo e 0 oitavo
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dia pos-ovulacéo, e atingiu valores maximos no dia 17 do ciclo, mostrando que
a atividade de foliculos maiores que 10 mm iniciaram na metade do diestro.
Aproximadamente dez dias antes da ovulagdo, o foliculo ovulatorio
surge nas éguas (McKKINON et al., 1993). Com o intuito de observar o dia da
emergéncia da onda primaria, estudo feito por Ginther et al., (1993) mostra a
ocorréncia da emergéncia da onda primaria, em média, no dia 7,4 do ciclo em

éguas da raca Quarto de Milha.

Sao descritos dois tipos de ondas foliculares na égua: ondas maiores,
caracterizadas pela presenca de um foliculo dominante e foliculos
subordinados; e ondas menores, nas quais o maior foliculo ndo atinge o
diametro de dominancia. Ainda de acordo com esta classificagdo, as ondas
maiores dividem-se em ondas primarias, aquelas que emergem durante a fase
intermediaria do diestro e culminam em ovulacdo no final do estro seguinte, e
secundaria aquelas que emergem no final do estro ou inicio do diestro dando
origem a um foliculo dominante anovulatério ou, mais raramente, a uma
ovulacéo durante o diestro (GINTHER, 1992; BURATINI, 1997).

De acordo com Ginther (1992), a onda folicular primaria se define
como um conjunto de foliculos que inicialmente crescem sincronizadamente,
sucedido pelo crescimento de apenas um, eventualmente dois foliculos.

Segundo Fortune (1994), a onda folicular se inicia pelo aumento da
concentracdo de FSH circulante, a qual diminui quando os foliculos atingem 13
mm, chegando a niveis basais proximos ao desvio folicular.

Ha uma interferéncia racial que influencia a atividade ovariana em
éguas, demonstrando que racas como Quarto de Milha apresentam maior
namero de animais com uma onda de crescimento folicular maior emergindo na
metade do diestro e culminando em ovulacdo durante o estro. Diferentemente,
racas como o Puro Sangue Inglés (PSI), apresentam porcentagem maior de
ciclos com duas ondas foliculares, sendo que a onda folicular secundéria
origina um foliculo dominante anovulatério durante o diestro, que as vezes
pode ovular (GINTHER, 2000). Além da interferéncia racial, alguns autores
citam a estacionalidade como influéncia na atividade ovariana. Para confirmar
esta hip6tese, Ginther (1993) estudou a atividade folicular ovariana em vinte

ciclos estrais durante a primavera e nove ciclos durante o outono e observou
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que na primavera, 40% dos ciclos acompanhados apresentaram duas ondas

foliculares maiores e no outono apenas uma onda folicular maior foi detectada.
Buratini (1997), ao estudar a dindmica folicular em 17 ciclos estrais de

éguas Mangalarga, detectou uma onda folicular em treze ciclos e duas ondas

foliculares em quatro ciclos estrais.

3.2.2.2 Desvio folicular e Selecdo do foliculo dominante

Estudar o mecanismo de selecédo folicular em éguas e suas mudancas
hormonais é a finalidade de alguns autores, e para isso desenvolveu-se um
modelo com dois foliculos. Esse modelo consiste na ablacdo (aspiracdo) de
todos os foliculos 26 mm no dia 10 (dia 0= ovulag&o), facilitando assim o
monitoramento dos dois maiores foliculos da nova onda ou pds-ablacédo por
meio de ultra-sonografia. Usando o modelo com dois foliculos, o futuro foliculo
dominante emergiu com 6 mm, em média um dia mais cedo que o futuro
foliculo subordinado. Os dois foliculos cresceram de modo similar até o foliculo
maior atingir 21-23 mm, em média seis dias apdés a emergéncia do futuro
foliculo dominante. Em seguida, as taxas de crescimento comecaram a diferir
entre os dois foliculos de modo que o foliculo maior geralmente tornou-se
dominante e continuou a crescer, enquanto o outro foliculo tornou-se atrésico.
O inicio da mudanca nas taxas de crescimento entre os dois foliculos foi
denominado desvio folicular. Esses achados indicaram que o futuro foliculo
dominante apresenta uma vantagem no diametro em relagéo ao segundo maior
foliculo, sendo o primeiro a atingir um tamanho critico para que ocorra o inicio
da expresséao da sua dominancia (GASTAL et al., 1997).

Os valores em diametro dos foliculos na emergéncia da onda e no
comego do desvio sd&o 6 mm e 19-22 mm (6,2 dias apdés emergéncia)
respectivamente (GINTHER, 2000). A selecao folicular € um termo usado para
espécies monovulatorias para indicar que apenas um foliculo adquire a
condicdo de dominante, cresce rapidamente e culmina em ovulacéo
(WILTBANK et al., 2000; FORTUNE et al., 2001; GINTHER, 2001).

Entre as espécies domésticas, a eqlina e a bovina ttm o mecanismo
de selecéo folicular mais efetivo, indicado pela grande frequiéncia de apenas
uma ovulacdo (GINTHER et al., 2000).
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Squires et al. (1986) identificaram que a selecdo ocorre ou se inicia
antes da detec¢do ultra-sonogréfica da emergéncia dos foliculos. Por esta
razao, o inicio da selecdo pode ndo ser definido, desde entdo, outros fatores
podem determinar qual o momento em que os foliculos tornam-se sensiveis
aos niveis de FSH.

De acordo com Ginther (2000), quando os foliculos atingem 13 mm de
didmetro, as concentracdes de FSH iniciam seu declinio, devido a capacidade
desses foliculos a secretar inibina. A partir de entdo, os dois maiores foliculos
crescem paralelamente (fase paralela) e ambos os foliculos secretam inibina
causando o continuo declinio das concentracbes de FSH, as quais séo
requeridas por eles mesmos para 0s seus crescimentos.

A fase de crescimento paralelo finaliza-se e inicia-se a fase de desvio
folicular, quando o maior foliculo atinge 22 a 23 mm de diametro (DONADEU et
al., 2004).

Segundo Fortune (1994), o estimulo necessario para o recrutamento
folicular e para a continuidade do crescimento folicular depende de uma
elevacdo das concentracdes plasmaticas de FSH. Provavelmente, durante este
recrutamento, o futuro foliculo dominante, ou seja, aquele cujo estagio de
desenvolvimento esteja mais bem sincronizado com o estimulo gonadotréfico,
diferencia-se dos demais foliculos e adquire a capacidade de refratariedade
aos niveis decrescentes de FSH, desencadeados por ele proprio e por
supressores do desenvolvimento dos foliculos subordinados.

Donadeu et al. (2004), observaram que pela secrecao de estradiol e
inibina, o foliculo dominante diminui os niveis circulantes de FSH, tornando
este hormonio insuficiente para o desenvolvimento de foliculos subordinados.

Ainda que o mecanismo de desvio tenha algumas particularidades
desconhecidas, alguns autores observaram a participacdo de fatores de
crescimento na selecdo e diferenciacdo do foliculo dominante. Acredita-se que
estes fatores sdo encontrados no fluido folicular do foliculo dominante e séo
responsaveis por causar uma elevacdo na sensibilidade das células da
granulosa e potencializam as a¢des do FSH (MONNIAUX et al., 1997).

A presenca de receptores para LH nas células da granulosa indica a
participacéo deste hormonio no desvio folicular. Este evento foi confirmado em

um estudo que demonstrou que os niveis circulatérios de LH aumentam
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durante o momento do desvio folicular (GASTAL et al., 1999; GASTAL et al.,
2000).

Estudos demonstraram que a alta freqiéncia nos pulsos de LH esta
integrada a fase de crescimento do foliculo dominante. Em éguas, a elevada
concentracdo de LH foi temporariamente associada ao desvio da onda
(WATSON et al., 2000; GINTHER et al., 2001; GINTHER et al., 2002).

Para melhor entender o papel do LH no desvio folicular, Gastal et al.,
(1999) utilizaram diferentes doses de progesterona exdégenas desde o inicio da
emergéncia folicular para manipular as concentracbes de LH. Os resultados
destes experimentos demonstraram que a queda nas concentracfes de LH,
estimulada pela progesterona exdgena, interferiu no desenvolvimento do
foliculo dominante apenas depois do desvio folicular. Tais resultados sugerem
que o LH néo esteja envolvido no inicio do mecanismo de desvio em éguas,
porém é requerido para o continuo crescimento do maior foliculo depois do
desvio (GINTHER, 2000; 2001).

3.2.2.3 Atresia folicular

Nas espécies monovulatorias, 99% dos foliculos subordinados tornam-
se atrésicos apdés o desvio folicular, conseqientemente somente alguns
foliculos derivados de uma enorme populacéao de células primordiais, chegam a
ovulacdo. A atresia é geralmente considerada um processo irreversivel, que
ocorre por morte celular ou apoptose (WEBB et al., 1999).

Um estudo feito por Gastal et al. 1999, utilizando a técnica de ablacdo
folicular e 0 modelo de dois foliculos, demonstraram que o foliculo dominante,
depois da divergéncia, foi responsavel pela supressdo das concentracdes de
FSH, que se tornaram insuficientes para o continuo crescimento dos foliculos

subordinados.

3.2.2.4 Ovulagao

A partir do inicio do declinio dos foliculos subordinados, os foliculos
dominantes comecam a crescer rapidamente (PIERSON & GINTHER, 1987). A
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taxa de crescimento do foliculo dominante é de aproximadamente de 3 a 5 mm

por dia em éguas e de 2,7 mm por dia em jumentas (DADARWAL et al., 2004).

O foliculo pré-ovulatério apresenta um aumento no volume do antro e
um espessamento da parede folicular, notado por imagens ultra-sonograficas
(WATSON et al., 2003). Em eqtiinos, o foliculo dominante alcanca um diametro
de aproximadamente 45 mm e a parede folicular pode apresentar 5 a 6 mm.
(MCKINNON, 1993).

Meira et al. (1995) observaram que o didmetro méaximo do foliculo
dominante nas jumentas, um dia antes da ovulacéo, foi de 36,7 mm (variando
de 28 a 46 mm).

No interior do foliculo ocorrem mudancas verificadas pelo aumento da
concentracdo de estrégenos, andrégenos e inibina dentro do fluido folicular. No
aspecto molecular, houve um aumento expressivo de receptores de LH pelas
células da teca, tornando o foliculo responsivo ao LH pituitario (WEBB et al.,
1999).

A ocorréncia de ovulac¢des duplas tem sido observada tanto em éguas,
quanto em jumentas. Na espécie asinina, Meira et al (1995) observaram quatro
ovulacdes duplas (20%) em vinte ciclos estrais estudados.

A frequéncia de ovulagdes duplas unilaterais e bilaterais tem sido
motivo de estudo por alguns pesquisadores, que acreditam também que estes
eventos podem ocorrer frequentemente, em alguns animais, individualmente.
Ginther & Pierson (1989) ndo observaram diferenca significativa entre as
ovulagdes duplas uni ou bilateral. O mesmo foi constatado por Squires et al.,
(1987) relatando 49,7% de ovulac¢des duplas unilaterais e 50,3% de ovulagbes
duplas bilaterais.

Conforme Mckinnon (1993), aproximadamente 50% das ovulacdes
duplas s&o sincrénicas. Ginther (1987), em um estudo minucioso, demonstrou
que 55% das ovulagdes duplas sdo simultaneas, isto é, ocorrem ao mesmo
tempo e 33%, em 24 horas, 9% em 48h e 3% em até 62 horas.

Ginther (1992) comparou o diametro médio dos foliculos pré-
ovulatérios entre as ovulagdes simples e duplas, descrevendo o diametro de 44
mm para a ovulacédo simples e 35 e 40 mm para as ovulagdes duplas uni e

bilaterais, respectivamente. Quando o mesmo autor correlacionou o diametro
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entre a primeira e a segunda ovulacdo de dois foliculos pré-ovulatorios
unilaterais, observou que as mensuracdes foram de 39 mm e 34 mm de
diametro respectivamente. Uma das possiveis causas para o menor diametro
dos multiplos foliculos ovulatérios € o aumento do nivel circulante de inibina,
resultando na inibicdo da liberacdo de FSH, o que limita seu proprio
crescimento até que se atinja o didmetro pré-ovultério. Entretanto, a relagédo
entre o diametro dos foliculos pré-ovulatérios e 0 menor sincronismo entre as
duplas ovulagdes unilaterais, pode ser consequéncia do menor, ou diferente,
suporte sanguineo entre os foliculos, do ponto de vista morfolégico, levando a
uma diminuicdo dos niveis de LH nos foliculos menores em relacdo aos
foliculos maiores.

Quanto a ovulacdo durante a fase de diestro, Henry (1982) detectou o
desenvolvimento de foliculos que atingiram tamanhos pré-ovulatérios (240 mm)

em éguas de varias idades e racas diferentes.

3.3 Corpo luteo (CL) e concentracao de progesterona (P4)

A ovulacéo ocorre devido ao aumento gradativo de LH durante o estro.
Apo6s a ruptura do foliculo ha uma hemorragia intrafolicular levando a formacéo
do corpo hemorragico. As células da granulosa e da teca sofrem luteinizacéo,
formando assim o corpo liteo, que sintetiza progesterona, caracterizando o
inicio da fase luteal. A progesterona produzida pelo CL atinge concentracao
plasmatica superior a 1 ng/ml, um a dois dias ap0s a ovulacao, o que influencia
a cessacao do comportamento de estro (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

A concentracdo de progesterona aumenta rapidamente, atingindo o
pico aproximadamente no dia cinco ou seis do ciclo estral, mantendo um plato
até por volta do 14° a 15° dia pos-ovulacdo, quando ocorre a lutedlise
(HUGHES et al., 1972; Nagy et al., 2004). Com a matura¢édo do corpo luteo, o
sangue coagulado é absorvido e substituido por células luteinicas, causando
diminuicdo no tamanho do corpo luteo. Por volta de oito a dez dias, o corpo
lteo decresce de tamanho e aparece no ovario anatomicamente como uma
area firme e esponjosa dentro do estroma. O corpo luteo maduro produz de 8 a
10 ng/ml de progesterona até aproximadamente 14° e 15° dias apos a

ovulacdo, quando sofre lutedlise. Apds a lise do CL, o nivel de progesterona
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diminui rapidamente em um a dois dias para menos de 1 ng/ml e a égua
retorna ao estro (ARRUDA et al., 2001).

O perfil de progesterona nas jumentas € similar ao da égua, porém
com concentracbes mais elevadas. A elevacdo da concentracdo de
progesterona nos asininos ocorre entre os dias um e quatro dias do diestro,
atingindo um platd entre quatro e quatorze dias pos-ovulacdo (MEIRA et al.,
1995; HENRY et al., 1987).

Meira et al. (1995) observaram nas jumentas que o didmetro médio do
corpo luteo no primeiro dia pos-ovulacéo foi de 28,5 mm, equivalente a 77,7%
do tamanho do foliculo pré-ovulatério. Nas éguas, o tamanho do corpo liteo
representa cerca de 50 a 75% do tamanho do foliculo pré-ovulatério
(GINTHER, 1992).

Nagy et al (2004) observaram que a morfologia dos corpos luteos,
determinados pela imagem do ultra-som néo interfere na quantidade de
progesterona produzida. Em ovulac¢des duplas naturais ou induzidas, ocorre um
aumento na concentracdo de progesterona circulante, porém o0s niveis
apresentam-se menores do que o dobro das ovula¢des unicas (SQUIRES et
al., 1987; GINTHER et al., 1992).
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4. MATERIAL E METODO
4.1 Animais e local do estudo

Dez ciclos estrais de sete jumentas da raca Marchador Brasileiro em
bom estado geral de saude, com historicos reprodutivos normais, idade
variando entre oito e dez anos e peso entre 280 a 300 kg foram utilizadas
durante o periodo compreendido entre 01 de janeiro e 01 de marco de 2004.

A colheita dos dados foi realizada na Estacdo Experimental de
Zootecnia — P6lo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico da Alta Mogiana,
Colina — SP (20° 43’S e 48° 22°'W) e as dosagens hormonais foram realizadas
no Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Unesp — campus de Botucatu
- SP.

Os animais foram mantidos em piquetes de 200m?, alimentados com
feno de coast-cross (Cynodon dactylon), ragcdo comercial e suplementado com

sal mineral e agua a vontade.

4.2 Avaliacao ultra-sonogréafica

Todos os animais foram rufiados diariamente e individualmente,
utilizando um rufido da mesma espécie, visando detectar o primeiro e ultimo dia
do estro (periodo de receptividade). O dia em que as jumentas manifestaram
comportamento de rejeicdo ao rufido (periodo de rejeicdo) foi considerado
como periodo de diestro. O desenvolvimento folicular do ciclo estral de cada
jumenta (n=10 ciclos estrais, onde trés jumentas foram acompanhadas por dois
ciclos consecutivos) foi acompanhado pela palpacéo retal e ultra-sonografia®
diaria sendo a primeira ovulacdo, considerada o dia zero. Os foliculos com
didmetros maiores ou iguais a 11 mm foram mensurados em imagem ultra-
sonogréfica congelada, utilizando-se a funcédo de medicéo eletrbnica disponivel

no aparelho de ultra-som.

1 Pie Medical — Modelo Scanner 200
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Duas medic@es foliculares foram realizadas, uma no sentido horizontal
e outra vertical da imagem sendo a média utilizada para representar o diametro
do foliculo.

A localizacdo dos foliculos foi registrada pelo uso de mapeamento
ovariano, o que equivale a elaboracdo de esquemas mostrando a posi¢do de
um dado foliculo em relac&o aos outros e as demais referéncias ovarianas.

Posteriormente, a analise retrospectiva dos registros diarios, permitiu a
construcdo dos perfis da dindmica folicular ovariana, determinando o nimero
de ondas folicular maiores por ciclo estral, o dia da emergéncia da onda e do
desvio folicular, o diametro maximo do foliculo dominante e do segundo maior
foliculo. A duracéo do intervalo interovulatorio foi considerada o intervalo entre
a ovulacéao referéncia (D0) e a ovulagdo subsequente.

A partir do dia zero, a taxa de crescimento dos foliculos foi calculada
antes e depois do desvio folicular e a média comparada entre os animais. Estes
mesmos parametros foram avaliados em ciclos com ovulagdes simples, duplas
sincronicas e assincronicas (no caso de ovulagbes assincronicas, a primeira
ovulacdo foi considerada para determinar o intervalo interovulatorio). Foi
considerada ovulacdo dupla assincrénica aquelas que apresentaram um
intervalo maior de 24 horas entre as ovulacoes.

O diametro do corpo luteo foi registrado a partir do dia da ovulacéo até
0 momento em que a visualizagdo nitida dos seus limites foi possivel. A
medicdo da estrutura foi feita pela média entre os diametros maiores e

intermediarios, no sentido vertical e horizontal.

4.3 Analise Hormonal

As amostras de sangue foram colhidas diariamente e individualmente
por meio de puncdo da veia jugular em tubos heparinizados, a partir da
deteccdo de um foliculo >30 mm até a deteccdo da ovulagdo referéncia (DO). A
partir de entdo, as amostras continuaram sendo colhidas uma vez por dia até
dois dias apo0s a ovulacdo subsequente. Imediatamente apds a colheita, as
amostras foram centrifugadas a 900G por cinco minutos e o0 plasma
armazenado a -20°C, para posterior determinagdo da concentracdo plasmética

da progesterona.
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A concentracdo plasmatica de progesterona foi determinada por meio
do método de Radioimunoensaio (RIA) em fase solida, utilizando “Kits”
comercias (DPC)?.

A precisao intra-ensaio foi determinada por amostras constituidas por
um “pool” de plasmas e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 9,1%. O
“pool” de plasmas foi realizado trés vezes durante o ensaio, a cada 150
amostras dosadas.

O periodo progesterdnico foi considerado quando a concentracdo de
progesterona plasmatica se manteve >1ng/ml e o periodo estrogénico quando

a concentracdo plasmética de progesterona esteve <lng/ml.

4.4 Analise Estatistica

Estatistica descritiva foi utilizada na anélise dos dados obtidos com a
finalidade de descrever as caracteristicas da dindmica folicular. A média foi
utilizada como medida de tendéncia central e o desvio padréo foram calculados
para medir a variabilidade dos resultados.

Para se comparar os valores médios dos foliculos (didametros e dias)
utilizou-se ANOVA e o teste de Tukey. Para as concentracfes diarias de P4 e
diametro de corpo Iuteo utilizou-se o teste-t ndo pareado, todos a 5% de

probabilidade de erro.

O método de Regressdo linear foi utilizado para correlacionar a
concentracdo plasmatica de progesterona comparado ao didametro do CL nas
ovulacdes simples e duplas.

A Regressdo Quadrética foi utilizada para ajustar a comparacdo entre

a concentracao plasmética de progesterona em fungéo do tempo.

2. Diagnostic Products corporation
5700west 96th Street
Los Angeles, CA 90045 — USA.
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5. RESULTADOS

5.1 Dinamica folicular

De todos os ciclos estrais estudados (n=10), seis apresentaram uma
onda folicular maior (60%) e quatro duas ondas foliculares maiores (40%). Nos
quatro ciclos com duas ondas, dois foram observados em uma mesma
jumenta, os outros dois foram observados em animais diferentes, porém, uma
delas também foi acompanhada por dois ciclos estrais consecutivos, sendo
detectado uma onda folicular maior no primeiro ciclo e duas no segundo.

Nos dez ciclos acompanhados, em dois ndo pode ser detectado o
desvio folicular, observando-se um caso de co-dominancia e os foliculos
subordinados destes dois ciclos atingiram diametros menores que 14 mm,
entrando em atresia posteriormente. Para o célculo do desvio folicular foram
considerados apenas os ciclos em que este fendbmeno pode ser observado
(n=8), excluindo dois ciclos estrais (n=2).

O dia da emergéncia da onda primaria, desvio folicular, diametro
méximo do foliculo dominante, a taxa de crescimento do foliculo dominante
antes e apos o desvio e o intervalo inter-ovulatério dos animais com uma ou
duas ondas foliculares ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) e estdo
apresentadas na tabela 1.

A taxa média de crescimento diario do foliculo dominante antes e apés
o desvio folicular e do segundo maior foliculo (subordinado) antes do desvio,
bem como a taxa de atresia do subordinado apds o desvio folicular para oito
ciclos estrais estudados esta representada na tabela 2. A taxa média de
crescimento do foliculo dominante e do segundo maior foliculo foi similar até o
momento do desvio (p>0,05). Apdés o desvio, o foliculo dominante cresceu
rapidamente e o subordinado regrediu (p<0,05). O foliculo dominante
apresentou crescimento médio diario mais rapido apos o desvio folicular em
comparacao a fase comum de desenvolvimento (p<0,05).

O diametro médio dos foliculos dominantes e dos maiores foliculos
subordinados (n=8), desde o dia da emergéncia at¢é o0 momento da ovulagao
estdo apresentados na figura 1.
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5.2 Concentracédo de progesterona

O perfil da concentracdo plasmatica de progesterona e a duracdo da
fase progesterdnica ou estrogénica foram similares para ciclos com uma ou
duas ondas foliculares maiores (p<0,05).

Uma vez que nao foi observada diferenca estatistica entre ciclos com
uma ou duas ondas foliculares maiores, os dados foram agrupados e as
médias e desvio padréo calculados novamente de todos os ciclos estudados,

considerando apenas as ondas primarias de cada ciclo.

5.3 Resultados (dados agrupados)

5.3.1 Dinamica folicular e ovulacao

Os resultados referentes as varidveis da dindmica ovariana
previamente descrita no item 5.1 considerando todos os ciclos (uma e duas
ondas) estao representados nas tabelas 2 e 3.

De acordo com a ovulacao referéncia (DO0), cinco dos dez ciclos (50%)
apresentaram ovulacgdes duplas, das quais trés (30%) ocorreram com intervalo
menor que 24 horas (sincronica) e duas (20%) com intervalo superior a 24
horas (assincronica). Todas as ovulagdes duplas ocorreram no mesmo ovario,
ou seja, ipsilaterais.

Ao iniciar o experimento, os foliculos dominantes que originaram a
ovulacao referéncia (DO), apresentaram didmetro méximo de 39,6 £2,65 mm
nos animais que apresentaram ovulacdes Unicas e de 354 = 1,76 mm
naqueles com ovulagbes duplas. Nas ovulagbes subsequentes, o diametro
méaximo do foliculo dominante que resultaram em ovula¢des simples ou duplas
foi de 37,5 £ 2,58 e 34,1 + 1,06 mm, respectivamente, sendo que em 20% dos
ciclos foram detectadas ovulagdes duplas. Em dois ciclos estrais foi observada
ovulacdo durante o diestro, que ocorreram no dia 6 ou 7 do ciclo. O perfil da
concentracdo plasmatica de progesterona desses ciclos estrais esta

representado na figura 3.
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5.3.2 Concentracdo de progesterona e diametro do corpo luteo

Para o calculo da concentracdo de progesterona e didametro do CL
foram excluidos os animais que apresentaram ovulacdo de diestro (n=2). Nos
demais ciclos (n=8), a concentracdo plasméatica de progesterona para
ovulacbes simples e duplas foi >1ng/ml no primeiro dia pds-ovulacéo,
aumentando gradativamente até o sexto dia do ciclo, a partir do sexto dia
verificou-se um platd que se manteve até o 14° dia pés-ovulacdo. Apds o 14°
dia, a concentracdo de progesterona diminuiu rapidamente atingindo niveis
compativeis a fase estrogénica (<1ng/ml), trés dias mais tarde (Fig.2).

No caso de ovulagfes simples ou duplas, o didametro médio do CL foi
26,22 + 4,44 mm e 22,08 £ 2,67 mm, representando 66,1% e 64,1% do
diametro do foliculo pré-ovulatério, respectivamente. Quando comparados dia-
a-dia, o diametro médio do CL ndo apresentou diferenca entre animais com
ovulacdes simples ou duplas e a visualizacdo dos mesmos pela imagem ultra-
sonografica, foi possivel em média até 12,25 + 2,5 dias para ovula¢cdes simples
e 10,33 + 1,75 dias para ovulagbes duplas (p>0,05). Em alguns casos o CL se
manteve visivel até 14° dia pés-ovulacao.

Foi observada correlacdo linear negativa entre a concentracdo de
progesterona e o diametro do CL tanto para ovulacdes simples (R= -0,86)
como para duplas (R= -0,73). Ao ajustar a regressdo quadratica para a
concentracdo plasméatica de progesterona em funcdo do tempo, observou que
esta equacéao apresentou maior coeréncia em relacéo ao seu papel ao longo do
ciclo estral. Para as ovulacdes simples a equacdo quadratica foi y= -0,3185x> +
5,6408x — 1,7196 (R? = 0,91) e para as ovulacdes duplas foi y= -0,4296x* +
6,9364x — 0,4552 (R* = 0,90). Nos dois casos, os resultados apresentaram
correlagcdo positiva entre a concentracdo plasmatica de progesterona em
funcao do tempo.

O diametro do CL nas ovulacdes simples e duplas até o dia de sua
ltima deteccao esta apresentado na figura 2.
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5.3.3 Duragéo do ciclo estral

Nos dez ciclos estrais estudados, a duracdo média do estro foi de 5,9
1,37 dias, do diestro de 18, 2 + 1,62 dias e do intervalo interovulatério de 24,1 +
2,23 dias.

Considerando a concentragdo plasmatica de progesterona >1ng/mi
como sendo a fase progesterdnica e <lng/ml a fase estrogénica, a duracéo
média foi de 17,9 + 1,39 e 5,9 + 2, 02 dias, respectivamente.

Em todos os ciclos (n=10), os sete animais manifestaram receptividade
ao macho durante a rufiagéo (cio), sendo que em nove (90%), a concentracéo
plasmatica de progesterona encontrava-se <lng/ml. Uma jumenta apresentou
niveis de progesterona >1ng/ml nos dois dias que antecederam a ovulacdo
referéncia (2,2 e 3,8 ng/ml, nos dias -2 e -1, respectivamente), bem como nos
dois dias anteriores a ovulacao subsequente (1,1ng/ml nos dias -2 e -1), porém
nao interferiu na demonstracdo de receptividade ao macho. O aumento
observado possivelmente tenha ocorrido devido a luteinizacdo das células da
granulosa. Nas éguas, o foliculo pré-ovulatério, pouco antes da ruptura
folicular, apresenta um aumento nos niveis de progesterona, que por sua vez,
estimula a sintese de enzimas colagenases, as quais exercem papel
importante no processo ovulatorio (McKINNON, 1993; HAFEZ, 1995). Outra
espécie doméstica que apresenta também um aumento nos niveis plasmaticos
de progesterona antes da ovulacdo é a cadela, ocorrendo aproximadamente de
60 a 70 horas antes da ovulacdo, o aumento ocorre devido a luteinizacdo das

células da granulosa no foliculo pré-ovulatério (NOAKES et al., 2001).
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Tabela 1: Dinamica folicular observada durante o ciclo estral de jumentas
caracterizada por uma (n=6) ou duas (n=4) ondas foliculares
maiores primaria em dez ciclos, considerando-se DO= dia da

ovulacéao.

Ciclos Estrais Ciclos Estrais

Variaveis Estudadas Uma onda folicular Duas ondas foliculares

(média £ s) (média £ s)
Emergéncia (dia do ciclo estral) 10,2 £ 0,7 9+2
Desvio (dia do ciclo estral) 14,0 £ 0,82 14,0+ 1,15
Taxa de crescimento do FD (mm/dia)’ 1,17+ 0,22 1,45+ 0,64
Taxa de crescimento do FD (mm/dia)” 2,39+ 0,37 2,15+0,22
Diametro Maximo do FD (mm) 37,2+ 3,35 37,3+1,10
Intervalo interovulatorio (dias) 23+1,79 22,3+ 1,26
FD= Foliculo Dominante p>0,05

"antes do desvio

" depois do desvio

Tabela 2: Taxas de crescimento do foliculo dominante e do segundo maior
foliculo (subordinado) antes do desvio folicular e taxa de regresséo
do foliculo subordinado depois do desvio folicular, durante o ciclo

estral de jumentas (n=8).

Variaveis Foliculo dominante Maior foliculo subordinado
Antes do desvio 1,31 +0,475% 1,14 + 0,25
Depois do desvio 2,27 +0,31% -1,52 +0,4*°

Letras mailsculas (AB) nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05)

Letras mintsculas (ab) nas linhas indicam diferenca estatistica (p<0,05).



Tabela 3: Variaveis da dindmica ovariana detectada a partir da onda
folicular priméaria em todos os ciclos estrais (n=8).

Ciclos estrais

Variaveis (média £ s)
Emergéncia (dia do ciclo estral; ovulagéo = dia 0). 9,6 +1,51
Desvio (dia do ciclo estral; ovulagdo = dia 0). 14,0 £ 0,93
Taxa crescimento do FD (mm/dia)* 1,31 +£0,47
Taxa crescimento do FD (mm/dia)** 2,27 +£0,31
Diametro maximo do FD (mm) 37,8+1,40
FD= Foliculo Dominante p>0,05

*
antes do desvio

” depois do desvio

30
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Figura 1: Didmetro médio (mm) do foliculo dominante e do segundo maior
foliculo (subordinado), do dia da emergéncia até a ovulacéo (n=8),

considerando as ondas foliculares maiores primarias.
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Figura 2: Diametro do CL (mm) e concentracdo plasmatica de
progesterona (ng/ml) em jumentas com simples (n=5) e duplas

(n=3) ovulagdes, observada a partir da ovulagéo referéncia (DO).
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Figura 3: Concentragdo plasmatica de progesterona (ng/ml) ao longo de
dois ciclos estrais, cujos animais apresentaram ovulagdo durante
o diestro. As setas indicam os dias que foram detectadas as

ovulacdes de diestro ( OV= ovulacéo).
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de ondas foliculares maiores na espécie equina é
caracterizada pela presenca de ondas que diferem durante ciclos estrais
subsequentes observado em um mesmo animal, como demonstrado por
Buratini et al., (1997). O caréter individual de cada ciclo observado na espécie
equlina, quanto ao numero de ondas foliculares foi detectado também na
espécie asinina pelo presente estudo no que diz respeito as caracteristicas de
onda. Na espécie equina, a ocorréncia de duas ondas maiores em um
determinado ciclo seguida pela presenca de uma onda maior durante o ciclo
subsequente reflete a auséncia de repetibilidade quanto ao padrdao de
crescimento folicular em um mesmo animal (BURATINI et al., 1997).

O numero de estudos relacionados a fisiologia dos ciclos estrais na
espécie asinina abordando as caracteristicas do ciclo estral em jumentas é
escasso. Considerando esta limitagdo, um paralelo entre a espécie asinina e a
eqlina sera estabelecido para que se discutam eventos observados no
presente estudo como: recrutamento, emergéncia da onda folicular, selecao,
desvio, dominancia e ovulagodes.

A presenga de uma onda folicular foi observada em 60% dos ciclos
estrais acompanhados durante o presente estudo, sendo esta frequéncia
compativel com os relatos referentes a espécie equina, onde um menor
percentual de ciclos apresenta duas ondas foliculares (BERGFELT, 1998).

Quanto ao momento de emergéncia da onda folicular nos ciclos com
uma unica onda, ambas as espécies apresentam-se de maneira diferente,
sendo este fendbmeno observado mais tardiamente (9,6 dias) no presente
estudo quando comparado a espécie equina (entre 6 e 7 dias), como relatada
por Buratini (1997) e Ginther (2001).

Meira et al.,, (1995) acompanharam o desenvolvimento folicular em
jumentas, embora 0 momento da emergéncia da onda folicular ndo tenha sido
demonstrado. Os autores detectaram a presenca de um pool de foliculos com
didmetro entre 11 e 20 mm ao redor dos dias 7 e 8 apos ovulacao, observando-

se um aumento no numero de foliculos caracterizado por um ndmero maximo



na fase final do diestro. A observacao de foliculos a partir de 11 mm por esses
autores sugere que a emergéncia da onda folicular em jumentas possa ocorrer
em um determinado momento do ciclo sendo semelhante ao que se observa na
espécie equina.

No presente estudo, 0 momento da emergéncia da onda observado nos
ciclos que apresentaram uma onda folicular maior foi mais tardio quando
comparados a ciclos com duas ondas, porém o mesmo ndo é observado na
espécie equina, onde ciclos com duas ondas foliculares maiores apresentam o
momento da emergéncia da onda ocorrendo mais tardiamente.

O fenbmeno de desvio nas éguas tem sido observado a partir da
presenca de foliculos de 21 a 23 mm, levando-se em meédia seis dias pos-
emergéncia para a deteccao do futuro dominante (GASTAL et al, 1997). O
desvio nas jumentas foi mais precoce, com diametro folicular menor e ocorreu
ao redor de quatro dias ap6s a emergéncia da onda folicular no presente
estudo, comparado ao descrito na espécie equina.

Segundo Gastal et al. (1997), apés a emergéncia do futuro foliculo
dominante ocorre uma fase de crescimento similar entre os dois maiores
foliculos, a qual se mantém durante aproximadamente seis dias. Estudos
envolvendo o acompanhamento de dois foliculos pelo uso da ablacgéo folicular,
para a caracterizacdo do desvio, ndo foram realizados em jumentas, estando
esta fase ainda obscura nesta espécie.

Embora o presente estudo ndo tenha utilizado a ferramenta da ablacao
para o acompanhamento do crescimento folicular e caracterizagdo da
divergéncia, os resultados demonstram uma taxa de crescimento do foliculo
dominante similar ao relatado por Dardawal et al. (2004), no que diz respeito ao
foliculo dominante. O perfil do crescimento do foliculo dominante antes e apoés
0 desvio folicular, bem como o crescimento do segundo maior (subordinado)
antes do desvio e atresia apds o desvio foi condizente com o que se tem
documentado na espécie equina, 0 que nos leva a sugerir que mecanismos
similares ao descrito para égua possam estar envolvidos no desenvolvimento

folicular da espécie asinina.
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A secrecdo de inibina e estradiol pelo foliculo dominante é responsavel
pela diminuicdo nas concentracées de FSH e torna-se insuficiente para a
manutencdo do crescimento de foliculos subordinados nas éguas (BERGFELT
& GINTHER, 1986; DONADDEU et al., 2004). O inicio do desvio nesta espécie
esta relacionado ao aumento de receptores de LH no foliculo dominante, sendo
esta fase caracterizada por elevadas concentragcées desta gonadotrofina. Se o
mesmo ocorre na jumenta é necessario ser investigado.

Quanto ao intervalo inter-ovulatorio, uma diferenca na duracdo da fase
de diestro é responsavel por um intervalo maior nas jumentas (MEIRA et al.,
1995) quando comparado as éguas. Tal diferenca se manteve independente da
caracteristica do ciclo, no que diz respeito a presenca de uma ou duas ondas
foliculares, ainda que maiores. Embora na espécie eqiina a presenca de uma
ou duas ondas € responsavel por uma diferenca no intervalo inter-ovulatério, o
mesmo nao foi constatado nas jumentas pelo presente estudo.

Variacfes raciais sdo evidentes na espécie equina em varios aspectos
do ciclo estral, sendo um deles o diametro atingido pelo foliculo dominante,
como demonstrado por Ginther (1992). Nas jumentas, o diametro médio do
foliculo dominante foi similar ao demonstrado por Meira et al. (1995), sendo
este menor do que o observado na espécie equina (GINTHER et al, 1993).

A incidéncia de duplas ovulagdes foi mais elevada quando comparada a
outros relatos, onde os indices ficam ao redor de 20 a 25 % (Henry et al., 1987
e Meira et al., 1995). O presente estudo demonstrou uma incidéncia de 30% e
20% para as ovulagdes sincronicas e assincronicas, respectivamente, o que se
assemelha aos indices observados Meira et al., (1995).

Ovulacdes de diestro foram detectadas em dois ciclos estrais no
presente estudo ocorrendo ao redor dos dias seis e sete ap6s a ovulacéo,
correspondendo a um indice de 20%. Na espécie equina ovulagdes de diestro
(1 em 17 ciclos avaliados) foram relatadas por Buratini et al, (1997), sendo esta
detectada ao redor do dia seis do ciclo. O desenvolvimento folicular durante o
diestro atingindo tamanho pré-ovulatério em jumentas foi demonstrado por

Meira et al (1995), porém a ovulagédo ndo foi detectada e sim a atresia.
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A ocorréncia de ovulacdes duplas no mesmo ovario foi observada no
presente estudo, sendo esta ipsilateral e 0 mesmo foram relatados em éguas,
com indice de 50 % das duplas ovulagdes (SQUIRES et al.,, 1997). Tal
caracteristica pode ser considerada como sendo responsavel pelo diametro
menor atingido pelos foliculos que se desenvolveram no mesmo ovario no
presente estudo, em comparacdo aos foliculos ovulatorios Unicos, resultando
em apenas uma ovulacdo. De acordo com estudos realizados na espécie
equina, acredita-se que esse fenébmeno tem sido relacionado a uma maior
producao e liberacdo de inibina pelos foliculos, quando envolvidos na condicdo
de dupla ovulagéo, resultando em uma possivel diminuicdo dos niveis de LH
nos foliculos menores comparado aos maiores foliculos e também pelo menor
suporte sanguineo entre os foliculos (GINTHER, 1992).

O aspecto anatdmico da fossa ovulatdéria em éguas, parece limitar o
crescimento dos foliculos envolvidos em multiplas ovulagdes sendo esta idéia
defendida por alguns autores, o que pode vir a interferir com o crescimento e
desenvolvimento dos foliculos quando localizados paralelamente, como é o

caso das ovulacdes ipsilaterais.

6.1. Concentracdes Plasméticas de Progesterona

As concentracdes plasmaticas de progesterona detectadas pelo presente
estudo, ap0s a ovulacao, foram similares ao documentado por Meira et al.,
(1995) e por Nagy et al., (2004).

A relacdo existente entre o didmetro do foliculo pré-ovulatério e o diametro
atingido pelo corpo Iuteo correspondente observado no presente estudo foi
similar ao descrito na espécie eqlina, sendo esses valores 66,1% e 64,1%
para ovulacdes simples e duplas, comparadas a 50 e 75% respectivamente,
como relatado para a espécie equlina (GINTHER, 1992).

A presenca de dois corpos luteos comparados as ovulacdes simples
refletiu  em um ligeiro aumento nas concentracfes plasmaticas de

progesterona, porém os niveis de progesterona apresentam ser menor do que
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o dobro das ovulacfes simples. Estes achados sdo condizentes com o que se
observa na espécie equina (GINTHER, 1992).

As duas ovulacdes detectadas durante o diestro foram observadas em
dois ciclos diferentes, porém um apresentou uma ovulacao simples e outro uma
ovulacdo dupla. A presenca de duas ovulagdes acompanhadas por uma
ovulacdo de diestro no presente estudo, foi responsavel pelo aumento nas
concentracbes plasmaticas de progesterona, quando da presenca de trés
corpos luteos, o que néo interferiu no prolongamento da fase luteinica.

A visualizacdo do CL pela da imagem ultra-sonogréfica foi detectada
durante um periodo de tempo similar ao periodo previamente documentado por
Ginther (1992) na espécie equina, assim como o relatado em jumentas por
Meira et al. (1995). Tais eventos sugerem uma similaridade na estrutura luteal

em ambas as espécies.
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7. CONCLUSAO

A ocorréncia de uma unica onda folicular maior foi evidente no presente
estudo com um indice de 60% nos dez ciclos estudados, sendo as duplas
ovulacdes observadas ocorrendo de maneira ipsilateral.

O momento da emergéncia da onda foi observado por volta de 9,6 dias
do ciclo estral, ocorrendo mais tarde quando comparado a estudos realizados
na espécie equina e o fendbmeno de desvio nas jumentas pode ser detectado
no dia 14 do ciclo estral, acontecendo mais cedo que nas éguas, sendo estas
hipteses baseadas nas observacdes relativas ao desenvolvimento folicular
acompanhado pelo presente estudo.

Atualmente ainda existe uma caréncia de pesquisas que caracterize as
fases da fisiologia reprodutiva nas jumentas. Portanto, metodologias realizadas
e comprovadas em estudos feitos na espécie eqlina sdo sugeridas com o
intuito de esclarecer as relagbes temporais existentes entre hormonios e

envolvendo observacdes da dinamica folicular ovariana na espécie asinina.
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