Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia
ISSN: 1900-9607. Volumen 10 Numero 1 Enero-Junio 2015 Articulo de investigacion

Follicular development in Alpine goats during the mating season”

Desenvolvimento folicular em cabras Alpinas durante a estag¢éo reprodutiva

Desarrollo folicular en cabras Alpinas durante la estacion reproductiva

Luis Fernando Uribe-Velasquez ", MVZ, MSc, PhD; Maria Inés Lenz Souza?, MV, MSc, PhD; William Narvaez-Solarte !, Zoot, MSc, PhD.

*Autor para correspondencia: Luis Fernando Uribe-Veldsquez, Departamento de Salud Animal, Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Caldas, Manizales, Caldas, Colombia. lfuribe@ucaldas.edu.co

'Departamento de Salud Animal, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad de Caldas, Manizales, Caldas,
Colombia. > Centro de Ciéncias Biologicas ¢ da Satde, Laboratorio de Biofisiofarmacologia, UFMS,Campo Grande, Matto
Grosso do Sul, Brasil.

(Recibido: 21 de enero, 2015; aceptado. 6 de junio, 2015)

Abstract

Follicular dynamics were studied in Alpine goats during their natural estrous cycle in Brazil. Seven multiparous
Alpine goats were used (2 to 5 years of age; 35-42 kg body weight). The experimental period started one day
before ovulation (day zero). Data were taken daily by transrectal ultrasonography (7.5 MHz). Progesterone was
determined by radioimmunoassay (RIA). The SAS program (release 6.12) was used for the analysis of variance.
Data are presented as the mean + SD. According to the results, there are three growth waves in each cycle. The first,
second and third waves emerged in days 0.5 £ 0.6, 7.5 + 0.6, and 12 + 0.6, respectively (ovulation = Day 0). In the
three-wave cycles, the dominant follicle of the third wave (5.6 £ 0.5 mm) was significantly higher (p<0.01) than
the follicle of the first (4.8 = 0.5 mm) and second waves (4.3 £ 0.5 mm). The amount of small follicles was lower
(p<0,05) in the first follicular wave (4.20 £ 0.2 follicles) when compared to the second (6.2 + 0.2 follicles) and third
wave (7.5 + 0.1 follicles). Significant differences (p<0.0001) were found in plasma P, concentrations during the
estrous cycle. The results show that goats during the natural estrous cycle present three waves of follicular growth,
and the number of waves per cycle is associated with the luteal phase and the cycle length.
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Resumo

Estudou-se a dinamica folicular em cabras Alpinas durante o ciclo estral natural no Brasil. Foram utilizadas sete
cabras Alpinas multiparas (2-5 anos de idade) com peso corporal entre 35 e 42 kg. O periodo experimental iniciou-
se um dia antes da ovulagdo (dia zero) até a seguinte ovulacdo. Os dados foram tomados diariamente utilizando
ecografia transretal (7,5 MHz). A determinac¢do de progesterona realizou-se por médio de radioimunoensaio (RIE).
Para o analise de variancia utilizou-se SAS version 6.12. Todos os dados foram apresentados como media + DP. Os
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resultados indicaram a presenca de trés ondas de crescimento em cada ciclo. A primeira, segunda e terceira onda
emergiram nos dias 0,5 + 0,6; 7,5 £ 0,6 e 12 + 0,6, respectivamente (ovulacdo= dia 0). Nos ciclos de trés ondas, o
foliculo dominante da terceira onda (5,6 + 0,5 mm) foi significativamente maior (p<0,01) que o foliculo da primeira
(4,8 £ 0,5 mm) e segunda onda (4,3 £ 0,5 mm). A quantidade de foliculos pequenos foi menor (p<0,05) na primeira
onda folicular (4,20 + 0,2 foliculos) quando comparada com a segunda (6,2 + 0,2 foliculos) e terceira onda (7,5 + 0,1
foliculos). Houve diferengas significativas (p<0,0001) nas concentragdes plasmaticas de P, durante os dias do ciclo
estral. Os resultados refletiram que as cabras durante o ciclo estral natural apresentaram trés ondas de crescimento
folicular e a quantidade de ondas em cada ciclo estdo associadas com a fase lutea e duragdo do ciclo estral.
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Resumen

Se estudid la dinamica folicular en cabras Alpinas durante el ciclo estral natural en Brasil. Fueron utilizadas siete
cabras Alpinas multiparas (2-5 afios de edad) con peso corporal entre 35 a 42 kg. El periodo experimental se inici6 un
dia antes de la ovulacion (dia cero) hasta la siguiente. Los datos fueron tomados diariamente por medio de ecografia
transrectal (7,5 MHz). La determinacion de progesterona se realizo por medio de radioinmunoanalisis (RIA). Para
el analisis de varianza se utilizé SAS version 6.12. Todos los datos fueron presentados como promedio + DS. Los
resultados indicaron la presencia de tres ondas de crecimiento en cada ciclo. La primera, segunda y tercera ondas
emergieron en los dias 0,5 +0,6; 7,5+ 0,6 y 12 + 0,6, respectivamente (ovulacién=dia 0). En los ciclos de tres ondas,
el foliculo dominante de la tercera onda (5,6 + 0,5 mm) fue significativamente mayor (p<0,01) que el foliculo de la
primera (4,8 = 0,5 mm) y segunda onda (4,3 £ 0,5 mm). La cantidad de foliculos pequefios fue menor (p<0,05) en
la primera onda folicular (4,20 + 0,2 foliculos) cuando comparada con la segunda (6,2 = 0,2 foliculos) y tercera onda
(7,5 +0,1 foliculos). Hubo diferencias significativas (p<0,0001) en las concentraciones plasmaticas de P, durante los
dias del ciclo estral. Los resultados mostraron que, las cabras durante el ciclo estral natural presentaron tres ondas
de crecimiento folicular y la cantidad de ondas en cada ciclo estan asociadas con la fase luteal y duracion del ciclo
estral.

Palabras clave

Cabras, ecografia, foliculos, progesterona, reproduccion.

o processo de foliculogénese, o qual ¢ bastante complexo
e influenciado, também, por véarios fatores de crescimento
e outros hormoénios. Diversos estudos demonstraram a
importancia dos esteroides no desenvolvimento folicular,

Introducao

Algumas espécies ruminantes, incluindo ovelhas e
cabras, apresentam ciclos estacionais reprodutivos. A

estacdo reprodutiva destas espécies ¢ uma sucessdo de
ciclos estrais, os quais ocorrem, usualmente, no verao
ou no inicio do outono '. As cabras apresentam um
padrdo sazonal de atividade reprodutiva relacionado
com as variagdes anuais do fotoperiodo. A duragdo do
seu periodo reprodutivo durante o ano ¢ dependente
de diversos fatores ambientais e fisiologicos (latitude e
clima, disponibilidade de alimento, racas e sistema de
criagdo). O fato de que sua atividade sexual seja sazonal
afeta a distribui¢do de sua producdo durante o ano tanto
nos sistemas de leite quanto de carne 2.

O ciclo estral ¢ uma dindmica enddcrina continua ' 2°, onde os
hormonios esteroides estdo diretamente relacionados com

na maturagao oocitaria, bem como na formag¢ao do corpo
lateo (CL). A progesterona (P,) € um hormonio esteroide
sintetizado pelo ovario, com sua quantidade secretada
dependendo dos estimulos das gonadotrofinas e do stafus
fisiologico do ovario '®. Uma vez secretada pelo ovario,
a P, atua no eixo hipotaldmico-hipofisario regulando a
secrecao das gonadotrofinas e, consequentemente, o
crescimento folicular, a ovula¢éo e a luteinizagdo 2!.

A dinamica ovariana envolve o crescimento folicular
em forma de ondas durante o ciclo estral. Uma onda
folicular ¢ caracterizada pela sequéncia de trés eventos
dependentes das gonadotrofinas durante o crescimento
folicular: recrutamento, selecdo e dominancia °.
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A utilizagdo da ultrassonografia na reproducdo animal
permite a monitorizacdo didria do desenvolvimento
folicular ovariano durante o ciclo estral, demonstrando
claro padrao de crescimento e regressdo dos foliculos
antrais em ovelhas 3"3%33 ¢ cabras *. Pesquisas usando
repetidas ultrassonografias sugerem que existam de duas
a seis ondas de desenvolvimento folicular durante o ciclo
estral em cabras, sendo a maior prevaléncia os ciclos estrais
mostrando trés ou quatro ondas de crescimento folicular '-°,
A possibilidade de monitorar-se o crescimento folicular
permite avaliar de maneira mais precisa o efeito de diversos
fatores sobre a reproducgdo, gerando um amplo campo
de estudo. O uso do ultrasom auxiliou na elucidacdo de
muitas incégnitas da biologia reprodutiva, mas também
gerou novas questoes a serem solucionadas.

Portanto, a compreensdo dos processos envolvidos no
crescimento e diferenciagdo dos foliculos ovulatorios em
cabras, € pré-requisito para o desenvolvimento de novas
técnicas e, melhoramento dos programas existentes na
sincronizacao do estro, controle daovulagao easuperovulacao.

Mediante o uso da ultrassonografia transretal, objetivou-
se acompanhar a dinamica folicular durante o ciclo estral
natural e as concentragdes plasmaticas de P, em fémeas
caprinas Alpinas durante a estacao reprodutiva no Brasil.

Material e métodos
Localiza¢do e Animais experimentais

O trabalho experimental foi desenvolvido no
Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia
Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista/UNESP-
Botucatu-Sao Paulo, Brasil e no Laboratorio do CRRA
da Université de Montréal, Québec, Canada. A cidade
de Botucatu localiza-se a 22°31° LS e 48°15° LO, com
altitude de 804 m’. O clima ¢ classificado como tropical de
altitude 2, com temperatura média de 20,7 °C e precipitagdo
pluviométrica anual de 1.358,6 mm 7. Utilizaram-se sete
fémeas caprinas adultas da raca Alpina (2 a 5 anos), com
condi¢ao corporal de 2,5 a 3,0 (Escalade 0 a 5; onde 0 =
emaciada e 5 = sobrepeso) '* € com peso corporal de 35
a 42 kg durante a estacao reprodutiva. Os animais foram
mantidos em boxes de 3 x 3m, sob luminosidade natural,
e as fémeas avaliadas durante o ciclo estral natural (n=7).

Registros da dindamica folicular
O desenvolvimento folicular foi observado mediante

ultrassonografia transretal prévio inicio do trabalho
experimental até a ovulagdo seguinte. Se hizo seguimento

entdo de un ciclo estral interovulatorio completo natural.
As fémeas caprinas monitoraram-se cada dia em posi¢ao
de estagdo, por meio de ultrassom (SSD-500; Aloka Co.
Ltda, Japao) com transdutor linear prostatico humano
de 7,5 MHz de frequéncia (Modelo UST-660-7,5; Aloka
Co. Ltda, Japdo). O dia da ovulacdo (dia zero; DO) foi
definido a partir do momento do desaparecimento do
maior foliculo (>5 mm). O diametro, a posicdo e as
caracteristicas das estruturas ovarianas foram anotados
em fichas individuais. Definiu-se a emergéncia da nova
onda como sendo de um pool de pequenos foliculos com
diametro médio de 3 a 4 mm, que deram origem a um
ou mais foliculos com didmetro maior ou igual a 5 mm.
O dia da emergéncia da onda foi considerado aquele em
que o foliculo apresentava 3 mm de didmetro, seguido
por um aumento em seu didmetro para valores iguais ou
superiores a 4 mm 2 2%, Obteve-se o diametro folicular
pela média da maior distancia (mm) entre dois pontos
da cavidade antral dos foliculos. Os foliculos foram
classificados em pequenos (2-2,5 mm), médios (3-3,5
mm) ¢ grandes (>4 mm). As fémeas foram mantidas
com um macho vasectomizado para a observacao da
manifestagdo do estro a cada 8 horas.

Alimentacdo

A alimentacao consistiu de uma ragao concentrada e feno
de Cynodon dactylon (L) “Coast Cross”. Os animais
receberam 1,5 kg/cabeca/dia de concentrado e 2,0 kg/
cabeca/dia de feno, com disponibilidade ad libitum de
mistura mineral e agua.

Amostras de sangue e Andlise hormonal

Em todas as cabras, cada dia pela manha (8 h), colheram-
se amostras de sangue, por venopuncao jugular, durante
todo o periodo experimental. As amostras de sangue
foram colhidas em tubos heparinizados e, imediatamente
apos, centrifugadas a 2.500 rpm durante 15 minutos, e
o plasma obtido armazenado a -20 °C, para posterior
determinagdo hormonal por radioimunoensaio (RIE). A
quantificacdo de P, foi realizada pela técnica ja definida '°,
com algumas alteragdes. Assim, a extracdo foi trocada
pelo danazol ', e a separagdo do duplo anticorpo
substituida pelo charcol. A sensibilidade do ensaio para
P, foi de 0,1 ng/mL. Todas as amostras foram analisadas
num s6 ensaio em duplicata, desenvolvido no Centro
de Investigacdo de Reproducdo Animal — CRRA, da
Université de Montréal, St-Hyacinthé, Québec, Canada.

Analise estatistica

Asmédiasdasvariaveisdescontinuas foramtransformadas
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usando o Logaritmo do valor e, assim como as médias
das variaveis continuas, foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) com medidas repetidas de um fator
(tempo), com tré€s niveis (onda 1, onda 2 e onda 3). A
analise de variancia foi realizada usando o procedimento
MIXED do Statistic Analysis System *. Os dados foram
apresentados como as médias + DS.

Resultados

As concentragdes plasmaticas de P, demonstraram
que todas as cabras estavam ciclicas ao inicio da fase
experimental. Todas as fémeas do grupo experimental,
durante o ciclo estral natural, manifestaram estro. Nenhum
dos fatores como localizacdo dos ovarios, condicao
corporal ou peso vivo afetaram o monitoramento dos
ovarios mediante a avaliagdo ultrassonografica.

Padroes de crescimento folicular

Foram identificadas trés ondas de crescimento folicular
nos animais estudados. Neste experimento, a primeira,

segunda e terceira ondas apresentaram sua emergéncia
nos dias 0,5 £ 0,6; 7,5+ 0,6 e 12 + 0,6, respectivamente
(ovulagao = Dia 0).

O dia em que o foliculo dominante (FD) atingiu seu
didmetro maximo na primeira, segunda e terceira ondas
durante o ciclo estral natural foi, respectivamente, de 5 +
1,0; 11+ 1,0 e 18 £ 1,0 dias e a0 mesmo tempo o didmetro
do FD para cada onda foi 4,8 + 0,5 mm, 4,3 + 0,5 mm
e 5,6 £ 0,5 mm. Os dias de platé ndo diferiram nas trés
ondas foliculares, com valores médios entre 1 e 2 dias, os
quais foram de 1,4 +0,3;1,2+0,2 ¢ 1,2+ 0,2 dias, para a
primeira, segunda e terceira ondas, respectivamente. Do
mesmo modo, a taxa de crescimento nao foi diferente
(P>0,05) entre as ondas, com valores de 0,91 + 0,2
(primeira onda); 1,0 = 0,2 (segunda onda) e 1 £ 0,1 mm/
dia (terceira onda). Todos os foliculos pré-ovulatérios
originaram-se da ultima onda folicular.

Quanto a populacao folicular, durante o ciclo estral
natural, observou-se diariamente, crescimento dos
foliculos pequenos, médios e grandes (Figura 1).
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Figura 1. Populagao folicular em cabras Alpinas durante o ciclo estral natural apresentando trés ondas de crescimento
folicular. Médias + DS com letras diferentes entre as ondas foliculares sdo diferentes (P<0,05).

Na primeira onda de desenvolvimento folicular, os
resultados mostraram uma diminui¢do (p<0,05) no
numero de foliculos pequenos (4,2 = 0,2), quando
comparado com a segunda (6,2 + 0,2) e terceira ondas
foliculares (7,5 + 0,1). Durante o inicio e metade da
fase luteal, observou-se um aumento ndo significativo
(p>0,05) no crescimento dos foliculos médios,
reportando-se 2+0,9 foliculos na primeira onda folicular
e 3,4 = 0,8 na segunda onda, aumentando seu numero

na terceira onda de crescimento (4,2 £+ 0,9 foliculos). O
nimero médio dos foliculos grandes ndo diferiu entre
os grupos experimentais (p>0,05), ainda que, durante a
segunda onda folicular, os animais tenham apresentado
um numero superior de foliculos grandes (3,7 + 0,2),
quando comparado com a primeira (2 £ 0,6 foliculos)
e terceira (3,5 £ 0,2 foliculos) ondas de crescimento
folicular.
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Pela técnica ultrassonografica observou-se, pelo menos,
um corpo luteo na metade da fase luteal em todos os
animais. O corpo luteo foi observado desde o terceiro dia
apods a ovulagao em todas as fémeas.

Concentragoes plasmaticas de progesterona (P )

O comportamento da P4 plasmatica nas cabras durante

Progesterona (ng/mL)
S = W st N ] 00

o ciclo estral natural apresentou concentragdes baixas
no primeiro dia apos ovulacao (0,20 + 0,3 ng/mL), com
aumentos significativos nos dias oito (2,05+0,3 ng/mL),
10(6,5+0,3ng/mL)e 12 (6,04 0,3 ng/mL), evidenciando
diferenca estatistica significativa (p<0,0001) entre os
dias do ciclo estudados (Figura 2).

'
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Dias do ciclo estral

Figura 2. Concentragdes plasmaticas de progesterona (Médias=DS) em cabras Alpinas durante o ciclo estral natural.

Discussiao
Padroes de crescimento folicular

A apresentacdo de trés ondas de crescimento folicular,
observadas neste experimento, foi similar aos resultados
obtidos em diferentes trabalhos * ' %, enquanto outros
pesquisadoresencontraramquatroondasdedesenvolvimento
folicular '°. Outros investigadores ** * também observaram
a apresentacao de trés e quatro ondas de desenvolvimento
folicular em cabras Alpinas submetidas a sincronizagao do
estro e ovulagdo utilizando dispositivos de P,, € quatro ondas
em ovelhas Bergamacia durante o ciclo estral natural. Outros
estudos usando repetidas ultrassonografias tem reportado a
apresentacao de trés a cinco ondas de crescimento folicular
em cabras Serrana ». A (ltima onda de desenvolvimento
contém o foliculo ovulatoério e, quando ocorre uma dupla
ovulagao, os foliculos sdo derivados geralmente da mesma
onda mas, em alguns poucos casos, sdo originados de duas
ondas foliculares consecutivas '°.

O dia de emergéncia do FD nas trés ondas de crescimento
folicular apresentou valores muito semelhantes aos
reportados por outros pesquisadores *° em cabras Serrana,
os quais reportaram 1 + 1,2; 7,6 £ 0,9 e 14,8 = 1,3 dias.
Ja em ovelhas Santa Inés, no Brasil, o dia de emergéncia
do FD foide 1; 6 e 11 dias, para as trés ondas foliculares,
respectivamente °.

O crescimento atingido pelo FD dos animais durante a
primeira onda de crescimento folicular foi proximo ao
mostrado por diferentes pesquisadores ¥, os quais
obtiveram um valor de 4,29 + 0,26 ¢ de 4,4 £ 2,1 mm,
respectivamente. Ja um valor superior de 8,7 £ 0,3 mm
foi reportado em outras pesquisas . O didmetro do FD
da primeira onda de crescimento folicular foi maior
quando comparado com o FD da segunda onda folicular.
Estas observagdes suportam a agdo negativa da P, no
crescimento folicular, como sugerida anteriormente 8, o
que pode ser explicado pelas diferencas nas concentragdes
plasmaticas durante o inicio, metade ou final do ciclo
estral, como ja proposto por outros autores '*. Assim, o
menor didmetro atingido pelo maior foliculo da segunda
onda folicular poderia ter sido atribuido a influéncia
negativa das concentragdes plasmaticas da P, durante seu
desenvolvimento *.

A hipotese de dominancia folicular observada durante
algumas ondas foi suportada, indicando que a dominancia
foi bem mais comum durante a onda ovulatéria, ou seja,
a terceira onda de crescimento folicular. Nesta onda,
o tamanho do foliculo dominante foi maior quando
comparado com os foliculos grandes da primeira e
segunda ondas foliculares. O fenomeno da dominancia
¢ dificil de observar nesta espécie, pois tem presenga em
algumas ondas e auséncia em outras; além do mais, ¢
muito possivel observar dois foliculos dominantes numa
mesma onda °.
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Os dias plato nao diferiram nas trés ondas foliculares, com
valores médios similares a outros resultados reportado
em cabras » e em ovelhas *. J4 valores superiores de 2,3
+ 0,2 dias para esta fase tem sido relatados °, e de 2,4 +
0,6 dias *.

Os valores observados para a taxa de crescimento estao
de acordo com os resultados obtidos em fémeas caprinas
Serrana ¢ Saanen de 1,07 a 1,2, respectivamente '>%° ¢
reportes de trabalhos desenvolvidos em fémeas ovinas
(0,9 a 1,7 mm/dia ¢; 1,02 a 1,06 mm/dia 2; 0,88 a 1,14
mm/dia ** ¢ 0,7 mm/dia '*). Tem sido sugerido que, a taxa
de crescimento de alguns foliculos, quando comparada
com outros que crescem mais rapidamente, pode afetar a
qualidade do oocito no momento da ovulagao .

Durante o ciclo estral nas fémeas caprinas observou-
se diariamente o crescimento de foliculos pequenos,
corroborando outras observagoes 2 em ovelhas Suffolk.
Também foi verificada a emergéncia de foliculos >2
em todos os dias do intervalo interovulatorio em cabras
Serrana ». O nimero de foliculos médios ndo apresentou
nenhuma diferenca nas trés ondas de crescimento
folicular. Achados muito semelhantes foram reportados
em outro trabalho utilizando fémeas ovinas Bergamacia
durante o ciclo estral natural *, enquanto a quantidade
média dos foliculos grandes foi menor aos reportes em
cabras Saanen durante a esta¢do reprodutiva °.

Concentragoes plasmaticas de progesterona (P)

A P, ¢ um horménio esteroide sintetizado pelo ovario,
com sua quantidade secretada dependendo dos estimulos
das gonadotrofinas e do status fisiologico do ovario .
Os efeitos da P, no ovario sdo mediados indiretamente,
via eixo hipotalamico-hipofisario, ou diretamente,
via interagdes com 0s seus receptores no ovario . Os
valores das concentragdes plasmaticas de P, antes da
ovulacdo, na presente pesquisa, estiveram de acordo
com os dados reportados por outros investigadores *. Nas
concentragdes de P, valores inferiores foram verificados
por outros pesquisadores * devido, principalmente, ao
tipo de ensaio utilizado.

Conclusoes

Pode-se concluir que, 1) as cabras Alpinas mostraram
trés ondas de crescimento folicular durante a estacao
reprodutiva; 2) estes resultados mostram que, em cabras
Alpinas, o crescimento dos foliculos antrais maiores que
2 mm, acontece diariamente, em todas as fases do ciclo
estral natural, durante a estagdo reprodutiva no Brasil.
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