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Populacio Folicular Ovariana Durante o Ciclo Estral em Vacas da Raca Gir!
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Wanderlei Ferreira de Sa2, Pedro Augusto Carvalho Pereira3

RESUMO - A populagao folicular ovariana de 14 vacas da raca Gir foi monitorada diariamente, por ultra-sonografia, ao longo de
um ciclo estral completo. Em cada avaliag¢do, os foliculos ovarianos foram identificados, mensurados e classificados por tamanho, em
trés categorias: de 3 a 5 mm (foliculos pequenos), de 6 a 8 mm (foliculos médios) e iguais ou superiores a 9 mm (foliculos grandes).
Foram observados ciclos com trés (69,23%) e quatro (30,77%) ondas de crescimento folicular. O nimero médio de foliculos presentes
ao longo do ciclo estral foi de 12,85 + 0,26, tendo a populacdo de pequenos foliculos constituido a maior fragdo deste total (70,08%
a 93,18%). Observou-se efeito significativo do dia do ciclo sobre o numero de foliculos identificados em cada classe de tamanho. A
populacdo de foliculos pequenos e a populagdo folicular total apresentaram redugdo significativa ao longo do ciclo. A populacio de
foliculos médios foi maior nos animais que apresentaram ciclos com quatro ondas de crescimento folicular. A populagado folicular total
e o numero de foliculos de cada classe de tamanho nos ovarios variaram ao longo do ciclo estral em decorréncia do estabelecimento
de ondas de crescimento folicular.
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Ovarian Follicular Population During Estrous Cycle in Gir Breed (Bos indicus) Cows

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate follicular population during estrous cycle in Gir cattle. The ovaries of cows (14)
were evaluated daily, during one estrous cycle, using a portable ultrasound device. During each exam, ovarian follicles were identified,
measured and classified by size in tree groups: from 3 to 5 mm (small follicles), from 6 to 8 mm (medium follicles) and equal or larger than
9 mm (large follicles). Cycles with three (69.23%) and four (30.77%) follicular waves were observed. The mean number of follicles present
during the estrous cycle was 12.85 £ 0.26. The major part of this population (70.08% to 93.18%) was of small follicles. There was a significant
effect of estrous cycle day on the number of follicles in each size class. The number of small follicles and the total follicular population
decreased during estrous cycle. Cows with four follicular waves during the estrous cycle presented more medium follicles. Total follicular
population, and the number of follicles in each size class varied during the estrous cycle according to the establishment of the follicular waves.
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Introducao

A fémea bovina apresenta, ao nascimento, em
torno de 100.000 foliculos primordiais nos ovarios. Os
foliculos que constituem este poo/ de reserva podem
permanecer em um estado quiescente, ou iniciar um
processo irreversivel de desenvolvimento e que
culmina com a ovulagdo ou, na maior parte das vezes,
com a atresia (Findlay, 1994; Erickson & Shimasaki,
2001). O numero de foliculos em fase antral, em um
determinado momento do ciclo estral, depende da
taxa de mobilizagdo dareserva de foliculos primordiais
e, posteriormente, do suporte proporcionado por
fatores de crescimento e gonadotrofinas hipofisarias
(Crowe, 1999).

1 Projeto financiado pela FAPEMIG.

Técnicas de reprodugdo assistida, como a
superovulacao e a fertilizagdo in vitro, tém objetivado
a obteng@o de embrides a partir de odcitos contidos em
foliculos inicialmente destinados a atresia (Armstrong,
1993; Kruip et al., 1994). Os fatores que controlam o
desenvolvimento folicular na fase pré-antral, porém,
sdo pouco conhecidos (Hirshfield, 1994; Picton, 2001),
e a eficiéncia dessas técnicas depende da populagio
de foliculos ja em fase antral presentes nos ovarios
(Adams, 1994; Boni et al., 1997). Os o6citos bovinos
adquirem competéncia para o desenvolvimento in vitro
quando o foliculo atinge de 2 a3 mm (Hyttel etal., 1997),
limite minimo para o desenvolvimento em resposta a
superovulagdo, e coincide com o limite de resolugao dos
equipamentos de ultra-sonografia disponiveis.
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O Brasil, atualmente, destaca-se pelo uso de
biotecnologias reprodutivas em bovinos, respondendo
por, aproximadamente, 13% dos embrides transferi-
dos no mundo (Thibier, 2001). Apesar da inexisténcia
de niimeros precisos, sua participagdo na producio in
vitro (PIV) de embrides também ¢ considerada
expressiva. Os zebuinos tém especial importincia
neste contexto, e existe crescente necessidade de
adaptagao de protocolos de producao in vivo ¢ in vitro
de embrides para essas racas. O foco inicial dos
trabalhos sobre dindmica folicular, tanto em taurinos
como em zebuinos, foi o estabelecimento do nimero de
ondas de crescimento folicular ao longo do ciclo e,
posteriormente, o padrdo de estabelecimento dos
foliculos dominantes. Poucos trabalhos descrevem as
variagdes na populacdo folicular ovariana durante o
ciclo estral (Pierson & Ginther, 1987; Savio et al.,
1988), particularmente em zebuinos.

Objetivou-se, com este trabalho, caracterizar o
numero de foliculos em fase antral identificaveis por
ultra-sonografia ao longo do ciclo estral e,
conseqiientemente, disponiveis para produgdo de
embrides em vacas da raga Gir.

Material e Métodos

Foram utilizadas 14 vacas daraga Gir, pertencen-
tes a Embrapa Gado de Leite, mantidas no Campo
Experimental Fazenda Santa Mo6nica, municipio de
Valenca, RJ. Todos os animais apresentavam ciclos
estrais regulares e foram previamente submetidos a
exames clinico e ginecoldgico, sendo usados aqueles
sem qualquer alteragdo clinica ou reprodutiva. Os
animais receberam suplementac¢ao volumosa, consti-
tuida de silagem de milho, para manuteng¢do da con-
dicdo corporal inicial ou obtengdo de balango
energético positivo durante o periodo experimental.

A populagdo folicular ovariana foi monitorada
diariamente, ao longo de um ciclo estral completo. O
inicio do ciclo (dia 0) foi estabelecido pela constatacao
da ovulagdo subseqiiente a observacdo da
manifestagdo de estro. As avaliagdes foram
realizadas utilizando-se um aparelho portatil de
ultra-som!, equipado com um transdutor linear
bifreqiiencial de 5/7,5 MHz. Em cada avaliagdo, os
foliculos ovarianos foram identificados e o didmetro
(mm) determinado por meio de dispositivos do aparelho

1 Concept LC, Dynamic Imaging, Scotland.
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de ultra-som, e classificados por tamanho em trés
categorias: de 3 a 5 mm (foliculos pequenos), de 6 a
8 mm (foliculos médios) e iguais ou superiores a 9 mm
(foliculos grandes). O nimero de foliculos em cada
classe de tamanho foi registrado para cada dia do
ciclo. A dindmica folicular foi determinada pelo
monitoramento do crescimento e regressao folicular.
O ntimero de foliculos em emergéncia, em cada onda,
foi caracterizado como o numero de foliculos que
iniciaram seu desenvolvimento simultaneamente, e
atingiram um didmetro minimo de 5 mm.

O efeito do estadio do ciclo e do nimero de ondas
de crescimento folicular sobre o total de foliculos
presentes e sobre o numero de foliculos em cada
classe de tamanho foi determinado por analise de
variancia, enquanto as diferengas de médias, pelo
teste Tukey. A variagdo diaria no numero de foliculos
foi avaliada por regressdo linear. A relagdo entre o
tamanho médio do maior foliculo e o numero de
foliculos foi determinada pelo método das correla-
¢oes de Pearson. As andlises estatisticas foram
realizadas por intermédio do programa SAEG 7.1. Os
resultados sdo apresentados na forma de média mais
ou menos erro-padrdo da média (E.P.M.).

Resultados e Discussao

Foram observados ciclos com trés (69,23%) e
quatro (30,77%) ondas de crescimento folicular. As
principais caracteristicas da dinidmica folicular nos
ciclos avaliados sdo apresentadas na Tabela 1. O
nimero médio diario de foliculos identificaveis por
ultra-sonografia nos ovarios, ao longo do ciclo estral,
foi de 13,82+40,12 e de 12,71+0,11, respectivamente,
nos ciclos com quatro e trés ondas de crescimento,
observando-se a maior média no quarto dia do ciclo,
independentemente do nimero de ondas (14,9340,39).
Neste dia, o nimero de foliculos presentes variou de
6, no animal com menor média de foliculos em cres-
cimento ao longo do ciclo (8,58+0,15), 226, no animal
com maior média (16,91+0,20), caracterizando grande
diferenga individual no recrutamento folicular.

O numero de foliculos presentes no animal com
maior média foi superior ao do animal com menor
média durante todo o ciclo, sendo a maior diferenga
absoluta também observada no quarto dia. Coerente-
mente, os maiores valores para o desvio-padrdo da
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Tabela 1 - Caracteristicas da dinamica folicular em vacas
da racga Gir apresentando trés ou quatro ondas
de crescimento folicular durante o ciclo estral

Table 1 -  Follicular dynamics characteristics in Gir breed
cows presenting three or four follicular waves
during estrous cycle

Caracteristica Ciclos com Ciclos com
Parameter trés ondas quatro ondas
Three wave cycles Four wave cycles

Primeira onda de crescimento folicular
First follicular wave

Emergéncia da onda (dia) 0,78+0,12

Wave onset (day)

Diadmetro maximo do

foliculo dominante (mm)

Dominant follicle maximum

diameter (mm)

Inicio da atresia do

foliculo dominante (dia)

Dominant follicle atresia

onset (day)

Duragio total da

onda (dias)

Wave length (days)
Segunda onda de crescimento folicular
Second follicular wave

Emergéncia daonda (dia) 7,11£0,28

Wave onset (day)

Diametro maximo do

foliculo dominante (mm)

Dominant follicle maximum

diameter (mm)

Inicio da atresia do

foliculo dominante (dia)

Dominant follicle atresia

onset (day)

Duragéo total da

onda (dias)

Wave length (days)
Terceira onda de crescimento folicular
Third follicular wave

Emergéncia da onda (dia)

Wave onset (day)

Diametro maximo -

do foliculo dominante (mm)

Dominant follicle maximum

diameter (mm)

Inicio da atresia do -

foliculo dominante (dia)

Dominant follicle atresia

onset (day)

Duragao total da -

onda (dias)

Wave length (days)

Onda ovulatoria
Ovulatory wave

Emergéncia da onda (dia) 13,2240,65

Wave onset (day)

Didmetro maximo do

foliculo dominante (mm)

Dominant follicle maximum

diameter (mm)

Duragao total da onda (dias) 7,67+0,48

Wave length (days)

1,25+0,13
11,78+0,32 10,75+0,67

7,89+0,21 8,25+0,26

13,00+0,42 11,50+0,64

7,2540,26

10,4440,57 9,75+0,26

15,55+0,90

12,00+0,22

11,44+0,59 9,50+0,51

11,25+0,26

9,00+0,22

17,00+0,38

9,25+0,46

15,00+0,38

12,44+0,42 13,25+0,26

7,25+0,51
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média geral também foram observados entre os dias
quatro e cinco (5,43 e 5,58; respectivamente). A
primeira onda de crescimento folicular tem sido asso-
ciada ao recrutamento de maior numero de foliculos
(Pierson & Ginther, 1987),em razdo do possivel efeito
da liberagdo de FSH associada ao pico ovulatorio de
LH (Adams et al., 1992). A emergéncia da segunda
onda de crescimento folicular (Tabela 1) ocorreu no
mesmo periodo em ciclos com trés e quatro ondas
(7,11£1,05 vs. 7,25+0,96, respectivamente; P>0,05).

O numero de foliculos presentes nos ovarios ¢
uma das principais fontes de variagao nos resultados
da superovulacdo (Viana et al., 1999), e o
recrutamento folicular tem sido sugerido como
critério de selecdo para doadoras de odcitos e
embrides (Boni et al., 1997).

A populagdo de foliculos pequenos (3 a 5 mm)
constituiu a maior fra¢do do total de foliculos presentes
(de 70,08 a 93,18%, em média). Observou-se efeito
significativo (P<0,05) do estadio do ciclo sobre o
numero de foliculos identificados em cada classe de
tamanho (Figura 1). O numero de foliculos de tama-
nhos médio (6 a 8 mm) ou grande (>8 mm) oscilou ao
longo do ciclo, de maneira coerente com o esperado
em fungdo do padrio de crescimento folicular em
ondas, caracterizado tanto em bovinos de ragas
taurinas (Knopfetal., 1989; Taylor & Rajamahendran,
1991) como em zebuinas (Rhodes et al., 1995; Zeitoun
et al., 1996; Barros et al., 1998). Com a alterndncia
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Figura 1 - Populagdo folicular ao longo do ciclo estral em
vacas da raga Gir. Foliculos com didmetrode 3a 5 mm
(n), de 6 a 8 mm (s), ou maiores que 9 mm (z).
Figure 1 - Follicular population during the estrous cycle in Gir
breed (Bos indicus) cows. Follicles with diameter ranging
from 3 to 5 mm (n), 6 to 8 mm (s), and above 9 mm (1.
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das ondas de crescimento folicular, apos a atresia do
primeiro foliculo dominante, observou-se redugdo da
variagdo na populagdo de foliculos médios e grandes,
em decorréncia da presenca simultinea, em determi-
nado dia, de foliculos em crescimento e atresia.

A populacio de foliculos médios foi maior (P<0,05)
nos animais que apresentaram ciclos com quatro
ondas de crescimento (Tabela 2). Entretanto, ndo
houve diferen¢a (P>0,05) do nimero de foliculos
pequenos ou grandes entre ciclos com trés ou quatro
ondas de crescimento folicular. A diferen¢a no nu-
mero de foliculos médios pode ser decorrente da
menor persisténcia dos foliculos dominantes, obser-
vada em ciclos com maior numero de ondas (Tabela 1),
e de conseqiiente reducdo no intervalo da emergén-
cia das ondas. A populacdo de foliculos pequenos e,
conseqiientemente, a populagdo folicular total
apresentaram reducdo significativa ao longo do ciclo
(P<0,01). Este resultado ¢ semelhante ao relatado
por Savio et al. (1988), porém contrastante com
aquele obtido por Pierson & Ginther (1987), em
novilhas da raca Holandesa, que verificaram aumen-
to no numero total de foliculos proximo ao dia da
ovulacdo. Esta variagdo pode estar relacionada a
diferencas no nimero de ondas de crescimento
folicular observadas entre os trabalhos e a maior
participagdo de foliculos de didmetro superior a 5 mm
no numero total de foliculos em animais de ragas
taurinas (Pierson & Ginther, 1987). O numero de
foliculos pequenos (Y) variou em fungdo do dia (X),
segundo o modelo Y = 11,77 — 0,18X (R2=0,31). A

Tabela 2 - Numero de foliculos (por classe de tamanho)
ao longo do ciclo estral em vacas que
apresentaram trés ou quatro ondas de
crescimento folicular (média + E.P.M.)

Table 2 - Follicular population (according to size class)
during the estrous cycle in cows presenting three
or four follicular waves (mean + S.E.M)

Classe de tamanho Ciclos com trés Ciclos com quatro
Size class ondas ondas
Three wave cycles  Four wave cycles

Pequenos (3a5mm) 10,53+0,482 10,35+0,412
Small (3 to 5 mm)

Médios (6 a 8 mm) 2,00+0,162 2,51+0,18"
Medium (6 to 8 mm)

Grandes (29 mm) 0,76+0,062 0,64+0,062

Large (29 mm)

Valores sobrescritos por letras iguais na mesma linha néo
diferem entre si (P>0,05).
Values superscript by similar letters at the same line do not differ (P>.05).
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reducdo na populagdo folicular foi evidente durante
os periodos inicial (do 42 ao 62 dia) e final (apds o 162
dia) do ciclo, que coincidem com o periodo do estabe-
lecimento do primeiro foliculo dominante, e do foliculo
ovulatorio (Tabela 1).

O estabelecimento de um foliculo dominante
funcional esta associado a redugdo na populagio
folicular presente nos ovarios (Bungartz &
Niemann, 1994). O foliculo dominante, pela secre-
¢do de inibina e estradiol, induz a atresia dos
foliculos subordinados e bloqueia o recrutamento
(Ginther et al., 1996). O foliculo dominante é fun-
cional apenas em sua fase de crescimento ou inicio
de estabilizagdo (Adams et al., 1993), e seu efeito
sobre a populagio folicular esta relacionado com a
duragdo de seu crescimento (fun¢do do tamanho
maximo atingido) e com sua persisténcia. Obser-
varam-se correlagdes negativas significativas
(P<0,0001) entre o didmetro do maior foliculo ao
longo do ciclo e o numero de foliculos pequenos,
médios e total (Tabela 3), independentemente do
numero de ondas de crescimento observadas.

O valor destas correlagdes pode ter sido limitado
pelapresenca de foliculos dominantes nao-funcionais.
O didgmetro do maior foliculo foi menor no periodo
correspondente a segunda onda de crescimento e
também a terceira, em ciclos de quatro ondas (Figura 2).
O foliculo dominante da segunda onda de crescimento
apresenta menor diametro final, quando comparado
ao da primeira ou ao foliculo ovulatorio (Gintheretal.,
1989; Taylor & Rajamahendran, 1991).

Tabela 3 - Correlagdo do numero de foliculos ao longo
do ciclo estral com o didmetro do maior foliculo
presente (média + E.P.M.)

Table 3 - Correlation coefficient between the number of
follicles during estrous cycle and the diameter of
the largest follicle present (mean + S.E.M.)

Classe de tamanho Correlagao Significancia
Size class Correlation Significance
Pequenos (3 a S mm) -0,34 0,0001
Small (3 to 5 mm)

Médios (6 a 8 mm) -0,24 0,0001
Medium (6 to 8 mm)

Populacgao folicular total -0,32 0,0001

Total follicular population
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Figura 2 - Numero total de foliculos (n) e didametro do
maior foliculo presente (s) durante o ciclo
estral em vacas da raga Gir.

Figure 2 - Total follicular number (n) and diameter of the
largest follicle (s) present during estrous cycles
of Gir breed cows (Bos indicus).

Cada onda de crescimento folicular é caracteri-
zada pelo recrutamento e emergéncia de um grupo de
foliculos provenientes do pool de foliculos em inicio
de fase antral (Fortune, 1994). O recrutamento
folicular esta associado as elevagdes transitorias na
concentragdo plasmatica de FSH que precedem cada
onda de crescimento (Ginther et al., 1996). O niimero
de foliculos recrutados e que emergem em cada onda,
porém ndo ¢é constante (Knopf et al., 1989). A redu-
¢do observada no presente trabalho no nimero total
de foliculos poderia estar associada a diminuigdo
normalmente observada no nimero de foliculos emer-
gindo em cada onda de crescimento (Boni et al.,
1997). Nao houve diferenca do numero de foliculos
em emergéncia entre ondas, ou entre animais que
apresentaram trés ou quatro ondas de crescimento
folicular (P>0,05). Observou-se, contudo, tendéncia
numérica de reducao no nimero de foliculos emergindo
ao longo do ciclo (Tabela 4). O critério utilizado na
determinagdo do numero de foliculos em cada onda
(foliculos que iniciaram o crescimento ¢ atingiram
diametro minimo de 5 mm) evitou o confundimento
com foliculos de ondas anteriores em atresia, porém
reduziu a sensibilidade para detectar eventual redu-
¢do no recrutamento de foliculos pequenos.
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Tabela 4 - Numero de foliculos que iniciaram o
crescimento simultaneamente, em cada
onda, e atingiram diametro minimo de 5 mm

Table 4 - Number of follicles emerging simultaneously, in
each wave, and raising a minimum diameter of 5 mm

Onda de crescimento Média+E.P.M. (0¥

folicular Mean + S.E.M.

Follicular wave

Primeira 7,21+£0,212 40,39

First

Intermediarias * 5,65+0,132 38,56

Intermediate

Ovulatéria 4,21+0,082 28,20

Ovulatory

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem
entre si (P>0,05).

*Segunda, em ciclos de trés ondas, e associagdo da segunda
e terceira, em ciclos de quatro ondas.

Values superscript by similar letters at the same column do not differ (P>.05).

* Second, in three wave cycles; and association of the second and third,
in four wave cycles.

Conclusoes

O numero de foliculos de cada classe de tamanho
e, conseqiientemente, a populagio folicular total pre-
sente nos ovarios de vacas da raga Gir variam ao
longo do ciclo estral, sendo o numero maximo de
foliculos disponiveis observado no quarto dia do ciclo.

Apesar de ser influenciada pelo padrao de cres-
cimento e pela regressdo dos foliculos dominantes, a
principal fonte de variagdo no numero de foliculos

7

presentes é o padrdo individual de recrutamento
folicular, particularmente durante o periodo corres-
pondente a primeira onda de crescimento folicular.
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