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Dindmica folicular ovariana na espécie bubalina
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Resumo

Considerando o aumento da populagdo mundial de bufalos, pesquisadores do mundo inteiro tém
investigado os eventos bioldgicos envolvidos na foliculogénese dessa espécie, com o intuito de solucionar as
dificuldades para a deteccdo de estro, diminuir o impacto da estacionalidade reprodutiva e aprimorar
biotecnologias reprodutivas, como a produgdo e a manipulacdo de embrides. Os bufalos sdo considerados
animais sazonais (dias curtos), com duragédo do ciclo estral variando entre 16 a 33 dias, estro com cerca de cinco
a 27 horas e ovulagdo ocorrendo entre 24 a 48 horas apds o inicio do estro ou seis a 21 horas ap6és o final do
estro. O ovario da bufala ¢ ovoide e consideravelmente menor do que o da vaca, apresentando menor nimero de
foliculos primordiais ¢ maior taxa de atresia folicular. Os foliculos primordiais, primarios, secundarios e
terciarios formados no ovario tém em média: 35; 25 a 80; 50 a 100 ¢ 100 a 300 pm de didmetro,
respectivamente. O corpo luteo, geralmente menor do que o da vaca, pode atingir peso e didmetro maximo de 2,3
g ¢ de 15 mm, respectivamente, e tem influéncia negativa no numero de foliculos superficiais. Os primeiros
estudos relacionados ao crescimento folicular em bubalinos registraram a presenca de padrdes de uma, duas ou
trés ondas foliculares, propondo, desta forma, que as bufalas apresentam comportamento folicular semelhante ao
de vacas, mas com suas peculiaridades. O objetivo desta revisdo foi descrever as principais estruturas e os
eventos envolvidos na dindmica folicular ovariana em bubalinos.
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Abstract

Considering the increasing world population of buffaloes, researchers have been investigating
biological events involved in the folliculogenesis of this specie. The main aims are to understand why r the
detection of oestrus is difficult in this specie, to reduce the impact of reproductive seasonality in breeding
efficiency and to improve the results obtained with the use of reproductive biotechnology, such as production
and manipulation of embryos. The buffaloes are considered seasonal animals (short days) with oestrous cycle
length ranging from 16 to 33 days, being the oestrous length approximately 5 to 27 hours and the ovulation
occurring between 24 to 48 hours after the onset of oestrus or 6 to 21 hours after the end of oestrus. The buffalo
ovary is ovoid and considerably smaller than bovine ovaries, showing fewer primordial follicles and higher
rate of follicular atresia. The primordial, primary, secondary and tertiary follicles produced in the ovary are on
average: 35, 25 to 80, 50 to 100, and 100 to 300 um in diameter, respectively. The corpus luteum is usually
smaller than that of bovine and it’s maximum weight and diameter are 2.3 g and 15mm, respectively, and has
negative influence on the number of superficial follicles. Initial studies focusing follicular growth in buffaloes
reported one, two or three follicular waves patterns, suggesting that buffaloes have follicular growth behavior
similar to that found in cows, with some specific differences. The purpose of this review is to describe the main
structures and events involved in ovarian follicular dynamics in buffaloes.

Keywords: buffalo, ovary, folliculogenesis.
Introducao

Durante os ultimos 28 anos, a populagdo de bufalos no mundo aumentou cerca de 50%, associada ao
aumento de 200% na producédo de leite, ¢ atualmente ¢ estimada em aproximadamente 170 milhdes de cabegas,
das quais 100 milhdes encontram-se na India (Food and Agricultural Organization (FAO), 2004). A
bubalinocultura também tem expandido no pais, configurando-se como alternativa para a producdo de carne,
visto que a populacdo nacional desses animais em 2003 foi de 1.200.000 animais (Anualpec, 2004). A produgao
mundial de carne bubalina foi de 3,17 milhdes de toneladas, destacando-se a India, o Paquistdo ¢ a China como
principais produtores no Oriente. No Ocidente, a tendéncia é que o Brasil se torne o maior produtor de carne
bubalina e, considerando sua extensdo territorial e as condigdes favoraveis de clima e solo, essa produgiao pode
ser a mais expressiva, a médio e longo prazos, em termos qualiquantitativos (Oliveira et al., 2007).

No Brasil, de 1961 a 1980, o rebanho bubalino passou de 63 mil animais para 495 mil, ou seja,
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expressivos 10,9% de crescimento do rebanho ao ano, enquanto o rebanho bovino, no mesmo periodo, crescia a
taxas de 3,8% ao ano. Entre 1980 e 2005, o rebanho bubalino, com base em estatisticas oficiais, apresentou um
menor ritmo de crescimento, atingindo 3,6% ao ano; mesmo assim, superior aos dos bovinos, que cresceram
1,9% ao ano no mesmo periodo. O crescimento acumulado do rebanho, entre 1961 e 2005, foi
surpreendentemente de 1.806% (Bernardes, 2006).

O bufalo é comprovadamente um animal de facil adaptabilidade as condigdes brasileiras ¢ ¢
caracterizado pela boa eficiéncia reprodutiva e pelo rapido desenvolvimento ponderal. A eficiéncia da espécie no
pais tem sido demonstrada por diversos grupos de pesquisa e, em diferentes sistemas de criagdo, o bufalo tem
apresentado 6timo desempenho como produtor de leite ¢ carne, o que ¢ uma grande contribui¢do para a produgéo
de alimentos (Baruselli e Carvalho, 2002).

Embora a espécie guarde certa semelhanga com os bovinos, ha peculiaridades que os distinguem e, em
decorréncia da sua potencialidade produtiva nos diferentes ecossistemas em que sao criados, o conhecimento dos
aspectos reprodutivos, tanto das fémeas quanto dos machos, sdo requisitos basicos para a implantacdo dos
rebanhos, como também para o melhoramento e a avaliacdo da fertilidade destes desses animais (Oba, 2003).

Desta forma, o potencial genético desses animais pode ser rapidamente multiplicado com o uso de
biotecnologias da reproducgdo, como a inseminagdo artificial e a transferéncia de embrides. Entretanto, o uso
dessas biotecnologias reprodutivas torna-se limitado devido as dificuldades de deteccdo do estro e as
caracteristicas comportamentais da espécie (Baruselli e Carvalho, 2002). Neste sentido, o objetivo desta revisdo
¢ apresentar conhecimentos sobre a dindmica folicular ovariana em bubalinos, fornecendo informagdes atuais
que ajudem pesquisadores a esclarecer os fendmenos que interferem na sincronizacdo do ciclo estral e na
ovulagdo, assim como na resposta ovariana de bufalas superovuladas, colaborando para o aumento da
prolificidade desses animais.

Ciclo estral

Os bufalos sdo considerados animais sazonais, pois sua ciclicidade reprodutiva é, geralmente,
influenciada pela sua exposicdo diaria a luz. Em varios paises do mundo, a época em que os animais apresentam
maior atividade reprodutiva é o outono (fotoperiodo negativo), quando a concentrag@o de partos ocorre de julho
a dezembro, no hemisfério norte, ¢ de janeiro a marco, no hemisfério sul. Durante os meses quentes do ano,
existe um aumento na incidéncia de “cios” silenciosos e ciclos estrais irregulares na fémea, ¢ diminui¢do da
libido e qualidade seminal nos machos. Esse comportamento ndo é observado nas regides equatoriais, onde a
fun¢do reprodutiva ¢ influenciada principalmente pela oferta de alimentos; nessas regides, o bufalo é um animal
poliéstrico continuo. Os efeitos sazonais na fung@o reprodutiva sdo comandados pela melatonina, hormoénio
sintetizado pela glandula pineal, que inibe a producdo dos horménios GnRH, FSH e LH (Bittman e Karsch,
1984; Zicarelli, 1994; Zicarelli e Vale, 2002).

A duragdo do ciclo estral na bufala varia entre 16 a 33 dias, com maior concentragdo entre 21 a 24 dias
(Vale e Ribeiro, 2005). Essa amplitude se deve a fatores como clima, manejo, alimentagdo e genética. Animais
submetidos a manejo inadequado e alimentagdo deficiente em energia, proteina e minerais tém tendéncia a
apresentar estros curtos ou longos (Vale et al., 1984).

Semelhante aos bovinos, o ciclo estral da bufala apresenta quatro fases distintas: pro-estro, estro,
metaestro e diestro. Entretanto, a expressividade dos sinais clinicos, dentro das diferentes fases, difere em alguns
aspectos daqueles expressos pela vaca taurina e zebuina (Vale e Ribeiro, 2005). Neste sentido, a durag@o do estro
dura cerca de cinco a 27 h (média de 20 h), e a ovulag@o ocorre entre 24 a 48 h apds o inicio do estro ou seis a 21
h apoés o final do estro. No sul do Brasil, Baruselli (1994), observando o estro de bufalas quatro vezes ao dia
(manha/meio-dia/tarde/meia-noite), verificou duracdo média de estro de 14,7 = 7,3 h, com a ovulagdo ocorrendo
16,9 = 6,5 h apos o final do estro. Porto-Filho et al. (2005) observaram grande variagdo (11,8 £ 5,6h) com
relacdo a durag@o dos estros (1 a 25 h) nas novilhas estudadas. Nesse mesmo estudo, a classificacdo dos estros,
quanto a intensidade e duracdo, demonstrou que a grande maioria deles apresentou alta intensidade (75,6%) e
longa duragao (80%), com mais da metade (57,8%) apresentando ambas as caracteristicas.

Segundo Vale et al. (1984), a frequéncia de aparecimento de estro esta diretamente relacionada a hora
do dia. Esses autores observaram que, nas regides tropicais umidas ou mesmo em regides de clima mais ameno,
durante o verao, sob temperaturas elevadas, a fémea bubalina tem tendéncia a apresentar sinais de estro a noite,
quando a temperatura esta mais amena. Utilizando a radiometria para detecgdo de estro, Porto-Filho et al. (2005)
ndo observaram diferenga significativa (p > 0,05) na distribuigdo das montas durante as 24 horas do dia.

Com relago a exteriorizag@o dos sinais de estro, estes ndo sdo tdo evidentes como em bovinos. Vale et
al. (1984) observaram que a melhor forma de deteccdo do estro na bufala ¢ a utilizagdo de rufides com bugal
marcador, associada a frequente observacdo visual. Um dos sinais de estros mais seguros observado por esses
autores foi a aceitagdo de monta pelo rufido, evidente em 100% dos casos. Segundo Baruselli e Carvalho (2002),
a atividade homossexual nessa espécie ndo ¢ tdo comum, registrando somente 3,4% de fémeas com tal
comportamento. Além disso, de acordo com esses autores, as bufalas obedecem a uma hierarquia, em que as
dominantes efetuam a monta e impedem as subordinadas de serem montadas pelos rufides ou reprodutor. Porto-
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Filho et al. (2005), em regido com clima tropical de altitude, registraram, em 10% dos estros, fémeas que nao
demonstraram qualquer comportamento de aceitacdo de monta, sendo tais casos caracterizados como estros
silenciosos.

A ocorréncia de “cios” silenciosos e anovulatérios € frequente, principalmente em animais submetidos a
alimentacdo deficiente ou expostos a estresse térmico. A eliminagdo do muco através dos labios vulvares é uma
caracteristica inconstante ¢ depende, em muito, da observagio do estro, sendo, na maioria das vezes, transparente
e pegajoso no inicio, mudando para turvo até opaco com o avango desse estado; ainda durante o estro, na maioria
das vezes, turgidez e tonus uterino sdo observados (Oba, 2003).

Segundo Awasthi et al. (2007), animais com estro silencioso apresentam diametro do foliculo ovulatério
(7,7+ 0,4 vs 11,0 £ 0,7mm, P < 0,05) e taxa de crescimento folicular diario (0,7 = 0,02 vs 1,1 + 0,Imm/dia, P <
0,05) menores comparados aos animais que apresentam comportamento estral evidente. Esses autores
concluiram que o tamanho folicular e a lenta taxa de crescimento do foliculo ovulatério sdo possiveis causas de
estro silencioso em bufalas denominadas subestrais.

Estrutura ovariana

Os ovarios de ruminantes sdo 6rgaos pares localizados no ter¢o médio das superficies laterais da entrada
da pelve, suspensos pelo mesovario, na porgdo cranial do ligamento largo, conectados ao utero pelo ligamento
ovarico e ao peritonio parietal pelo ligamento suspensor do ovario (Nunez, 1993). Na maioria dos animais, sdo
formados por duas zonas diferentes: o cortex, ou zona parenquimatosa, ¢ a medula, ou zona vascular. O cortex
contém numerosos foliculos em varios estadios de desenvolvimento, corpos lateos, células intersticiais e
elementos do estroma. A medula se caracteriza pela presenca dos grandes vasos sanguineos, linfaticos, nervos e
algumas estruturas embrionarias remanescentes. E um tecido conjuntivo frouxo, rico em fibras elasticas e
reticulares (Albuquerque et al., 2004).

O ovério da bufala ¢ ovoide e consideravelmente menor do que o da vaca (Dyce et al., 1996). Em
bufalas adultas, Fadle et al. (1974) e Vale et al. (1982) descreveram medidas médias para o ovario direito (OD)
de 24,0 e 25,4 mm de comprimento, 16,5 e 14,5 mm de largura e 12,5 e 15,7 mm de espessura, e para 0 ovario
esquerdo (OE) de 22,0 e 24,7 mm de comprimento, 15,5 e 14,1 mm de largura e 14,0 e¢ 14,8 mm de espessura.
Ja, em novilhas, Danell (1987) registrou para o0 OD 22,8 mm de comprimento, 18,2 mm de largura e 14,2 mm de
espessura ¢ OF 22,7 mm de comprimento, 16,6 mm de largura ¢ 13,8 mm de espessura. Parkale ¢ Hukeri (1989),
com base em 128 pares de ovarios, encontraram as seguintes médias: 24,8 mm de comprimento, 16,7 mm de
largura e 14,6 mm de espessura (OE), e 24,4 mm de comprimento, 17,4 mm de largura e 14,6 mm de espessura
(OD). Para Vale e Ribeiro (2005), os ovarios apresentaram, em média, comprimento de 25 a 30 mm e largura de
14 mm.

De acordo com relatos na literatura, o peso minimo e méaximo do ovario de bufalas ¢ de 2,9 e 6,1 g,
respectivamente (El-Wishy et al., 1971), e o peso médio ¢ de 4,6 g (Vale e Ribeiro, 2005). Danell (1987)
observou peso médio de 3,4 + 1,3g para o OE e 3,6 + 1,5g para o OD, em 30 novilhas bubalinas ciclicas.

Foliculos ovarianos

O foliculo ovariano ¢ considerado a unidade funcional da gonada feminina (Ariyaratna ¢ Gunawardana,
1997). Além disso, ¢ uma estrutura altamente organizada, constituida essencialmente pelo oocito, circundado por
células foliculares (cumulus oophorus) e demarcado por uma membrana basal que os separa do estroma ovariano
(Landim-Alvarenga, 2006). Apresenta duas fung¢des principais: proporcionar um ambiente ideal para o
crescimento e a maturagdo do oocito ¢ produzir horménios esteroides, como o estradiol, e peptideos, como
inibina A e B, ativina e folistatina (Gordon, 1994; Landim-Alvarenga, 2006).

De acordo com o grau de desenvolvimento, os foliculos podem ser divididos em foliculos pré-antrais ou
nio cavitarios (ndo possuem antro: primordiais, primarios e secundarios) e foliculos antrais ou cavitarios
(possuem a cavidade antral no seu interior, repleta de liquido folicular: terciarios e pré-ovulatdrios; Junqueira e
Carneiro, 1995). A Fig. 1 apresenta foliculos primordiais, primarios, secundarios e pré-ovulatorios na espécie
bubalina (Leal, 2008).

Os foliculos primordiais formados no ovario encontram-se em estadio de quiescéncia. Tém cerca de 40
um (vacas) e 35 um (bufalas) de diametro e apresentam um o6cito (20 pm, na maioria das espécies) rodeado por
uma camada unica de quatro a oito células achatadas caracterizando a granulosa. O o6cito pode apresentar um
formato que varia de esférico a ovoide (Hulshof et al., 1992; Van Wezel e Rodgers, 1996; Fair et al., 1997b;
Priedkalns e Leiser, 1998; Picton, 2001; Mondadori et al., 2007). No ooplasma, visualizam-se numerosas
vesiculas com distribui¢do homogénea, que apresentam membrana, mitocondrias, associadas ou ndo aos reticulos
endoplasmaticos liso e rugoso; em pequeno nimero, observam-se complexos de Golgi e gotas lipidicas (Fair et
al., 1997b; Hyttel et al., 1997).

Foliculos primarios representam o primeiro estddio de crescimento folicular, caracterizando-se pela
presenca de um od6cito centralizado, circundado por uma camada unica de células da granulosa de forma ctbica
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(Hulshof et al., 1994; Landim-Alvarenga, 2006). Nesse tipo de foliculo, as células da granulosa aumentam em
numero e tornam-se mais volumosas (Van Den Hurk et al., 1997); apresentam didmetro de 60 a 100 um (vacas)
e 25 a 80 um (bufalas) e o oocito € rodeado por uma camada completa de 11 a 20 células da granulosa de forma
cubdide. O odcito ¢ geralmente esférico e apresenta abundancia de mitocondrias de forma alongada e em divisdo
e aumento nos nameros de reticulos endoplasmaticos liso e rugoso, refletindo o crescimento dos requerimentos
de energia e de sintese de lipidios e proteinas pelo oo6cito. Complexos de Golgi e polirribossomos também estdo
presentes (Fair et al., 1997b; Hyttel et al., 1997; Kumar et al., 1997).
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Figura 1. Micrografias de foliculos ovarianos bubalinos: primordial (a; 400x); primario (b; 400x); secundério (c;
400x); e pré-ovulatorio (d; 50x). A: antro folicular.

Foliculos secundarios caracterizam-se pela presenca de um odcito centralizado, circundado por duas ou
mais camadas de células da granulosa de forma ctbica (Hulshof et al., 1994; Landim-Alvarenga, 2006). Nesses
foliculos, em estadios mais avancados, as fibras de tecido conjuntivo se organizam paralelamente & membrana
basal para formar a camada de células tecais (Van Den Hurk et al., 1997), podendo entdo ser identificadas
células tecais diferenciadas, bem como uma membrana hialinizada, denominada zona pelicida (Figueiredo,
1995).

A progressao para o estadio de foliculo secundario ¢ marcada pelo surgimento de uma segunda camada
de células da granulosa e pela deposicdo inicial de material da zona pelucida em torno do odcito de 50 a 60 um
de didmetro (vacas; Driancourt, 1991; Hyttel et al., 1997) parado no estadio de dictiato da profase I da meiose
(0dcito primério); a0 mesmo tempo, os granulos corticais sio formados no ooplasma (Fair et al., 1997b). E nesse
ponto do desenvolvimento que o foliculo parece tornar-se responsivo ao FSH (hormonio foliculo estimulante;
Fair, 2003). Quando duas a trés camadas de células da granulosa sdo formadas, ¢ possivel a identificagdo de
células tecais em torno da membrana basal (Scaramuzzi et al., 1993). O estadio de foliculo secundario é também
associado aos primeiros sinais detectaveis de sintese de RNA (acido ribonucleico) pelo odcito (Fair et al.,
1997a).

Foliculos terciarios consistem em um oo6cito circundado pela zona pelicida, corona radiata e células do
cumulus. Possuem ainda células foliculares, uma pequena cavidade contendo liquido folicular (antro), uma
membrana basal e duas camadas de células tecais (Figueiredo, 1995; Landim-Alvarenga, 2006). Foliculos pré-
ovulatorios (cuja nomenclatura antiga era de Graaf) representam o estadio final de desenvolvimento folicular e
apresentam todos os componentes dos foliculos terciarios e um oocito secundario (divisao celular parada em
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metafase II da meiose); essa passagem do odcito primario para secundario ¢ devido a acdo do LH, chamada de
maturagdo oocitdria, caracterizada pela liberacao do primeiro corpusculo polar (revisado por Landim-Alvarenga,
20006).

A transi¢do para o estadio de foliculo terciario é caracterizada pela continuada proliferagdo e
diferenciacdo das células foliculares em células da teca interna e externa, lamina basal, células do cumulus ¢ a
formagdo de fluido na cavidade antral (Driancourt, 1991). Em bovinos, o aparecimento do antro ocorre em
foliculos com 120 a 160um de diametro (Monniaux et al., 1993). No momento da formagdo da teca interna, é
possivel detectar a expressdo de RNAm para receptor de LH nas células tecais (Xu et al., 1995).

A medida que o foliculo cresce e o antro é formado, as células da granulosa se separam em dois
subtipos: células do cumulus, que sdo intima e metabolicamente ligadas ao odcito, e células murais, que formam
a parede do foliculo (Gilchrist et al., 2004). Em foliculos terciarios mais desenvolvidos, as células da granulosa
imediatamente ao redor do odcito tornam-se colunares e radialmente dispostas, formando a corona radiata
(Priedkalns e Leiser, 1998). As células do cumulus sdo altamente especializadas e t€ém projegdes celulares que
atravessam a zona pelucida e formam pequenas jungdes (tipo gap junctions) com o citoplasma do odcito
(Rodriguez e Farin, 2004). A comunicacdo entre as células do cumulus e o odcito ¢ bidirecional e, além das
jungdes gap, ¢ mediada por sinais paracrinos (Gandolfi et al., 2005).

Em bufalas, Kumar et al. (1997) relataram diametros médios de 20 a 30 um (odcito), 50 a 100um
(foliculo), 30 a 60 um (odcito) e 100 a 300 pum (foliculo) para foliculos secundarios e terciarios, respectivamente.
Mondadori et al. (2007) registraram didmetros médios de 35, 41,8 e 53,3 um para foliculo primordial, primario e
secundario, respectivamente, ¢ didmetro médio de 24,9, 26,9 ¢ 29,4 um para os odcitos localizados nos foliculos
primordial, primario e secundario, respectivamente.

Sabe-se que as bufalas apresentam menor niimero de foliculos primordiais ¢ maior taxa de atresia
folicular do que as vacas (Danell, 1987; Le Van Ty et al., 1989). Danell (1987) encontrou 12.636 ¢ 10.132
foliculos primordiais em novilhas bubalinas ciclicas e ndo ciclicas, nimero muito inferior ao previamente
reportado para vacas (150.000; Erickson, 1966). Os resultados de Carvalho (2005) evidenciaram um nimero
médio de 15.449 foliculos pré-antrais morfologicamente normais por ovario em bufalas impuberes, adultas
gestantes e ndo gestantes. Em revisdo realizada por Vale e Ribeiro (2005), os autores descreveram 60 a 100 mil
foliculos primordiais para vacas (Bos faurus taurus) e apenas 12 a 20 mil foliculos primordiais para bufalas.
Settergren (1964) constatou taxa de atresia de 50% nos foliculos de vacas, inferior a encontrada por Danell
(1987; 70,6%). Além do mais, os ovarios bubalinos também contém menor niimero de foliculos antrais do que
ovarios bovinos (46,3 vs. 90 foliculos >1 mm por par de ovarios; Settergren, 1964; Danell, 1987; Kumar et al.,
1997; Palta e Chauhan, 1998; Gupta et al., 2001).

Em geral, a estrutura do foliculo pré-antral de bufalos ¢ similar ao estudado em outras espécies de
mamiferos, entretanto algumas diferencas sdo observadas, as quais indicam caracteristicas espécie-especificas,
como a quantidade de vesiculas citoplasmaticas, o formato e o conteudo interno das mitocondrias, o
desenvolvimento da zona pelucida e a junc¢do das células da granulosa com o odcito. Acredita-se que algumas
diferencas morfologicas podem ser responsaveis por diferencas funcionais observadas na produgdo in vitro de
embrides e na dindmica folicular em Bubalus bubalis quando comparadas com as subespécies de Bos taurus ou
Bos indicus (Mondadori et al., 2007).

O corpo liteo (CL)

Segundo Fields e Fields (1996), o CL ¢é formado a partir da hiperplasia e da diferenciagdo das células da
granulosa e das tecas do foliculo ovulatorio. E uma estrutura primariamente reconhecida pela habilidade em
sintetizar e secretar progesterona (P4), hormonio que estd intimamente relacionado com a manutengdo de um
ambiente adequado ao desenvolvimento embriondrio e manutengdo do préprio CL, durante o periodo
compreendido entre a ovulagdo e o reconhecimento materno da gestagdo (aproximadamente 14°-17° dia pos-
ovulacdo nos bovinos).

A avaliagdo do CL fornece informagdes importantes sobre o estado reprodutivo da fémea e possibilita a
adequagdo de procedimentos de manipulagdo ou sincronizagdo do ciclo estral (Viana et al., 1999). O CL das
bufalas estd comumente inserido no estroma ovariano, sendo geralmente menor do que na vaca, podendo atingir
um peso ¢ um didmetro maximo de 2,3g e de 15 mm, respectivamente (Roy e Mullick, 1964).

O CL, quando presente no ovario de bufalas, ocupa uma grande area do ovario, restando menos tecido
ovariano para o desenvolvimento folicular, fator responsavel pelo desenvolvimento de menos foliculos
superficiais em bufalas gestantes (Leal, 2008). Segundo este autor, de um total de 172 ovarios bubalinos
avaliados, 104 (60,5%) ndo apresentavam CL, ¢ 68 (39,5%) continham CL. O niimero médio de foliculos
superficiais contabilizados nos ovarios sem CL foi 24,9 + 15,5, e nos ovarios com CL 16,4 = 11,6. Da mesma
forma, Das et al. (1996) notificaram que a presenca do CL reduz significativamente o nimero de foliculos
ovarianos em bufalas. Em contradi¢ao, quando Abdoon e Kandil (2001) estudaram o efeito da presenca do CL
no numero de foliculos ovarianos superficiais de bufalas egipcias (pantano), obtiveram 5,8 + 0,3 (com CL) e 4,3
+ 0,2 (sem CL) foliculos/ovario (P < 0,05). Para os autores, a razao para essa incoeréncia foi atribuida a raca ou
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as diferencas genotipicas na fun¢do ovariana entre btifalos de rio e de pantano.

No estudo de Leal (2008), todas as bufalas gestantes apresentavam CL. Quanto as fémeas “vazias”,
54,7% também possuiam ovarios com CL. Os didmetros médios para os CL de bufalas ndo gestantes e gestantes,
nas fases inicial, intermediaria e final da prenhez, foram, respectivamente, 12,7 £ 5,7 mm (n = 36); 17,3 + 3,3
mm (n = 13); 17,6 £ 2,2 mm (n = 10); 16,8 £ 2,7 mm (n =11). Em apenas trés corpos luteos de bufalas (4,3%),
foram encontradas cavidades na massa luteal, e essas fémeas estavam “vazias” no momento do abate. Esses
resultados foram similares aos achados de Neves et al. (2002) em vacas zebus. Segundo estes pesquisadores, as
cavidades luteais tendem a se obliterar em CL ciclicos e gestacionais, por isso a baixa incidéncia desse tipo de
CL em fémeas gestantes.

Barile et al. (2007) compararam o didmetro médio do CL em bufalas que emprenharam ou néo, apds a
inseminagdo artificial (IA). Os valores obtidos para fémeas prenhes e ndo prenhes foram: 19,6 + 1,0 e 16,6 + 1,0
mm (sete dias apds a [A); 21,2 £ 0,9 e 18,5 = 1,0 mm (14 dias apos a [A); 20,1 £0,9 e 16,3 = 1,0 mm (21 dias
apos alA); 20,5+£0,9¢ 11,9+ 1,2 mm (28 dias apés a [A) e 21,1 £ 0,9 ¢ 11,3 £ 1,7 mm (35 dias apos a [A).

Segundo Leal (2008), o tamanho do CL ndo se altera conforme o avango da gestagdo nas bufalas.
Porém, quando Singh et al. (1990) verificaram o tamanho e o peso do CL em bufalas prenhes, essas variaveis
aumentaram até o quarto més de gestagdo, permanecendo estaveis até o quinto més (momento final de avaliacdo
dos autores).

Dinamica folicular ovariana

A foliculogénese ¢ definida como o processo de formagdo, crescimento e maturagdo folicular,
iniciando-se com a formacg@o do foliculo primordial e finalizando-se com o estadio de foliculo maduro ou pré-
ovulatorio (Saumande, 1981; Picton, 2001); em ruminantes, a foliculogénese tem inicio ainda durante a vida
fetal (Riisse, 1983). O estudo da dinamica folicular ou foliculogénese, nos diferentes momentos do ciclo estral,
pode ajudar a elucidar fendmenos envolvidos com procedimentos de sincronizac¢do de estros e superovulagdo em
fémeas bovinas e bubalinas (Oba e Souza, 2003).

A foliculogénese ocorre em dois estadios, dependentes ou ndo de gonadotrofinas, e pode ser dividida
em trés fases: recrutamento, selegdo e dominancia folicular (Driancourt, 1991). O eixo hipotalamo-hipofise-
ovario, por meio de suas gonadotrofinas, ¢ fundamental na regulagdo do desenvolvimento folicular. O horménio
foliculo estimulante (FSH), importante para o desenvolvimento folicular inicial, e 0 horménio luteinizante (LH),
envolvido na sele¢do, no crescimento, na maturagdo ¢ na ovulacdo do foliculo dominante, sdo os reguladores
primarios durante a fase dependente de gonadotrofinas (Driancourt, 1991; Adams, 1994).

Basicamente, o recrutamento € o processo pelo qual um grupo de foliculos torna-se apto num ambiente
com estimulagdo gonadotrofica hipofisaria suficiente (FSH predominante) para prosseguir seu caminho no
sentido da ovulacao ou atresia. Seleg@o ¢ o processo pelo qual um tnico foliculo diverge dos demais e escapa da
atresia, com competéncia potencial para ovular (fase FSH-LH predominante). Dominancia ¢ o meio pelo qual o
foliculo selecionado se destaca entre os outros foliculos da mesma onda, de forma a impedir o recrutamento de
uma nova onda folicular e o crescimento desses outros foliculos (fase LH predominante). A ultima onda folicular
do ciclo estral fornece o foliculo ovulatério, ao passo que os foliculos dominantes da(s) primeira(s) onda(s)
sofrem atresia. Essa atresia é determinada pela presenga de um CL ativo no ovario, com ampla produgdo de
progesterona. A progesterona exerce um efeito de retroalimentacdo (feedback) negativa no eixo hipotaldmico-
hipofisario-gonadal, reduzindo a amplitude e a freqiiéncia dos pulsos de LH, o que inviabiliza os processos de
maturagao final do foliculo e da ovulagao (Lucy et al., 1992; Savio et al.,1993; Ginther et al., 1996). Associado a
isto, o estradiol e a ativina promovem o crescimento ¢ a diferenciacdo folicular, prevenindo a luteinizagdo
precoce dos foliculos, enquanto os androgenos, a progesterona, a inibina e a folistatina atuam contrariamente
(Findlay et al., 1992).

Os primeiros trabalhos relacionados ao crescimento folicular em bubalinos foram realizados por Singh
et al. (1984), que observaram a presenca de estruturas ovarianas durante o ciclo estral em novilhas da raga Surti.
Esses autores notaram, pela palpacdo via retal, que 65,4% das novilhas ciclicas apresentavam foliculos maiores
que 8 mm no meio do ciclo estral (entre 0 9° e o 13° dia). Posteriormente, com base na avaliagdo histologica
ovariana, Danell (1987) observou a existéncia de duas ondas de crescimento folicular em novilhas bubalinas. A
primeira onda iniciou-se no 3° dia, permanecendo até o 13° dia do ciclo estral, enquanto a segunda onda iniciou-
se no 9° dia, mantendo-se at¢ o término do ciclo estral. Esses resultados demonstraram que as bufalas
apresentavam comportamento folicular semelhante ao apontado para bovinos.

Nesta mesma linha, outros estudos demonstraram desenvolvimento folicular ovariano com padrdo de
ondas em bufalos da raga Mehsana (Awasthi et al., 2007) ¢ Murrah (Taneja et al., 1996; Baruselli et al., 1997;
Manik et al., 1998); nesses trabalhos, a presenca de uma, duas ou trés ondas de crescimento folicular foi
registrada, sendo mais freqiientes os ciclos de duas ondas.

Awasthi et al. (2007) avaliaram o padrdo de crescimento e de regressdo de foliculos ovarianos em
bufalos do rio, por meio de ultra-sonografia, e verificaram padrdo de uma (n =5) e duas ondas (n =3) de
crescimento folicular durante o ciclo estral, que diferiram significativamente em relagcdo a média do intervalo
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interovulatorio (21,0 + 0,54 dias vs 22,7 + 0,33 dias) e interestro (20,8 = 0,58 dias vs 22,3 =+ 0,66 dias). A média
da taxa de crescimento linear do foliculo ovulatério foi significantemente maior nos ciclos de duas ondas
comparada ao ciclo de uma onda (1,17 + 0,33 mm/dia vs 0,32 + 0,01 mm/dia). Em geral, ja estd comprovado que
o niimero de ondas foliculares em cada ciclo ¢ correlacionado com o comprimento do ciclo, que, por sua vez, ¢
dependente da meia-vida do corpo luteo. Desta forma, ciclos estrais de uma onda estdo associados com uma
curta fase luteal e caracterizados por curtos comprimentos do ciclo estral (Baruselli et al., 1997).

No estudo de Baruselli et al. (1997), foi reportado que apenas uma bufala apresentou uma unica onda de
crescimento folicular, caracterizada pelo ciclo estral de curta duragdo (13 dias) e baixas concentragdes de
progesterona. No entanto, o ciclo subsequente desse animal apresentou duracdo normal (22 dias) e niveis
compativeis de progesterona. Foi aventado por esses autores que o ciclo estral curto encontrado deveria estar
relacionado a uma fase luteal de curta duragdo no periodo pos-parto. Taneja et al. (1996) também registraram a
ocorréncia de uma onda de crescimento folicular em bufalos, entretanto os detalhes desse padrdo de crescimento
nao foram reportados pelos autores.

De acordo com Awasthi et al. (2007), a onda solitdria do ciclo de uma uUnica onda emerge
significantemente mais tarde do que a primeira onda do ciclo de duas ondas. Entretanto, Taneja et al. (1996) néo
observaram essa diferenca entre ciclos de uma ou duas ondas foliculares. Awasthi et al. (2007) observaram
diferencas no perfil de crescimento do foliculo dominante solitario em ciclos de uma onda folicular, que se
apresentou em trés fases distintas: fase de crescimento, regressdo e de recrescimento, culminando em ovulagéo.
Essa caracteristica difere do padréo de crescimento do foliculo dominante ovulatério de ciclos em btfalas com
duas e trés ondas, caracterizado por continuo crescimento do foliculo sem nenhuma regressdo até o momento da
ovulagdo (Baruselli et al., 1997; Manik et al., 1998). Um padriio de crescimento similar, para o foliculo
dominante, nos ciclos de uma onda folicular, também foi reportado por Taneja et al. (1996). Esta observagio
suporta indiretamente a hipotese de que somente o tamanho do maior foliculo pode ndo ser o inico critério a ser
usado para classificar um foliculo como dominante, em bufalos (Guibault et al., 1993).

Em bufalas que apresentaram duas ondas de crescimento folicular por ciclo estral, a primeira e a
segunda ondas iniciaram-se nos dias 1,8 + 0,6 e 7,8 = 2,0 do ciclo, respectivamente (Taneja et al., 1996); estes
autores registraram valores de 15,5 + 0,9mm para o didmetro maximo do foliculo ovulatorio, com taxa média de
crescimento de 1,0 £ 0,Imm/dia. Resultados semelhantes foram registrados no estudo de Baruselli et al. (1997),
no qual o inicio da primeira ¢ da segunda ondas de crescimento folicular, em bufalas que apresentaram duas
ondas, ocorreu nos dias 1,16 £ 0,5 ¢ 10,83 + 1,09, respectivamente. Animais com trés ondas de crescimento
folicular apresentaram o inicio da primeira, segunda e terceira ondas nos dias 1,10 = 0,32, 9,30 £ 1,25 ¢ 16,80 +
1,22, respectivamente. Manik et al. (1994) encontraram didmetro maximo do foliculo ovulatorio de 13,8 + 0,37
mm, e uma taxa de crescimento de 0,94 + 0,12mm/dia durante 11,8 + 1,39 dias.

Baruselli et al. (1997) registraram maior incidéncia de bufalas com ciclos de duas ondas de crescimento
folicular (63,3%) e observaram que as fémeas que apresentaram trés ondas de crescimento folicular tiveram a da
fase luteal mais longa (10,40 + 2,11 vs 12,66 + 2,91 dias; P < 0,05), intervalo interovulatério (22,27 + 0,89 vs
24,50 + 1,88 dias; P < 0,01) e ciclo estral (21,84 + 1,01 vs 24,00 = 2,21 dias; P < 0,01). Nos animais que
apresentaram trés ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral, o didmetro maximo dos foliculos da
primeira onda foi significativamente maior do que o didmetro méaximo dos foliculos da segunda onda (1,33 +
0,18 vs 1,11 £0,21 cm).

Nao foram observadas diferencas (P < 0,05) quanto ao didmetro maximo do primeiro foliculo
dominante e do foliculo ovulatdrio entre ciclos de duas ondas (1,51 + 0,24 vs 1,55 &+ 0,16¢cm, respectivamente) e
ciclos de trés ondas de crescimento folicular (1,33 + 0,18 vs 1,34 + 0,13cm, respectivamente). No entanto,
observaram-se diferengas estatisticamente significativas quanto ao didmetro maximo do primeiro foliculo
dominante (1,51 + 0,24 vs 1,33 + 0,18cm) ¢ do foliculo ovulatério (1,55 + 0,16 vs 1,34 + 0,13cm), entre ciclos
de duas e trés ondas de crescimento folicular, respectivamente. Considerando que neste estudo, as btifalas com
trés ondas de crescimento folicular apresentaram associacdo entre as altas concentra¢des de progesterona e o
reduzido didmetro maximo dos foliculos, foi sugerido que maiores concentragdes de progesterona também
inibem o crescimento folicular nessa espécie (Baruselli et al., 1997). Utilizando progesterona exogena
(medroxiprogesterona), Garcia et al. (2008) verificaram aumento no nimero de foliculos pequenos nos ovarios
dos animais tratados e diminui¢do no niimero de grandes foliculos por retardar o crescimento dos foliculos com
didmetro maior que 5,0 mm entre os dias 0 e 7 do tratamento.

Ainda no estudo de Baruselli et al. (1997), a segunda onda folicular emergiu mais cedo em ciclos de trés
ondas comparados aos ciclos de duas ondas de crescimento folicular (9,30 + 1,25 dias vs 10,83 £ 1,09 dias; P <
0,01). Resultados semelhantes foram encontrados em bovinos (Fortune, 1993). Este autor observou que a fase de
crescimento e a fase estatica do primeiro foliculo dominante diferem entre si em ciclos de duas e de trés ondas
foliculares. O primeiro foliculo dominante cresce por um periodo mais prolongado e atinge didmetros superiores
em ciclos de duas ondas do que naqueles de trés ondas de crescimento folicular, o que apresenta similaridade aos
resultados obtidos com bubalinos.

Padrao de desenvolvimento folicular em ondas também foi observado em bufalas pré-puberes. Presicce
et al. (2003) registraram em novilhas com idades entre cinco e nove meses, médias de duas a seis ondas
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foliculares regulares. O intervalo médio entre a emergéncia das ondas foi de 9,9 + 2.8 dias, e o didmetro do
foliculo dominante e do primeiro foliculo subordinado foi 8,4 + 1,2 e 4,8 + 0,6 mm, respectivamente (P < 0,05).

Gimenes et al. (2007) avaliaram a divergéncia folicular por meio de ultra-sonografia e a capacidade
ovulatoria em bufalos. O didmetro dos dois maiores foliculos foi de 7,2 £ 0,3 mm e de 6,4 £ 0,3 mm para o
foliculo dominante e o subordinado, respectivamente, no inicio do desvio folicular, e a capacidade ovulatoria foi
adquirida quando o foliculo dominante alcangou 8,5 mm.

Siqueira et al. Dinamica folicular ovariana na espécie bubalina.

Consideracées finais

O esclarecimento de aspectos fisioldgicos do ciclo estral e da dinamica folicular ovariana é fator
importante que permite aos pesquisadores utilizarem essas ferramentas no intuito de se aperfeigoar o uso de
biotecnologias da reprodugo para aumentar o ganho genético e produtivo de criagdes de bufalos.
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