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1. INTRODUCAO

Visando um maior aproveitamento e intensificagdo do ritmo do melhoramento
genético e a eficiéncia reprodutiva em equiinos, criou-se a necessidade da utilizacéo de
biotecnologias reprodutivas, com o objetivo de suprir a demanda existente em relacdo a
produtos com alto potencial genético, nos sistemas de producao equina.

O esclarecimento dos mecanismos de desenvolvimento folicular, assim como
divergéncia e selecdo do foliculo dominante, sdo necessarios para a manipulacéo
adequada do ciclo estral e consequentemente a aplicagéo de biotecnologias, com um
maior sucesso.

O desenvolvimento folicular € um processo que envolve uma complexa série de
eventos que tém o papel de induzir o crescimento e regressédo de foliculos no ovério da
fémea.

A dinamica folicular esta baseada nos principios da oogénese e foliculogénese.
Ambos os processos iniciam-se no estagio fetal, e trabalham juntamente com outros
fatores para assegurar o desenvolvimento dos gametas femininos e da fungao ovariana.
O presente semindrio tem como objetivo enfocar os mecanismos de selecao do foliculo

dominante, dentro da dinamica folicular em éguas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Oogénese

No inicio do desenvolvimento do feto, as células primordiais, originarias do saco
vitelinico, migram para a crista g enital e colonizam a génada ainda indiferenciada, onde
recebem a denominacao de oogbnias e comecam a multiplicar-se através de divisdes
mitéticas (VAN DEN HURK et al., 1997). Em equinos, as células primordiais sofrerao
mitoses, recebendo a denominacdo de oogbnias ao redor dos 50 dias de gestacédo
(DEANSLY, 1978).

Apos a proliferacdo mitética, as oogdnias iniciam um processo de divisdo
meiodtica, aproximadamente 75 a 160 dias de gestacao, transformando-se em odcitos
primarios, os quais permanecem no dipléteno da profase | (repouso meiotico) (GINTHER,
1989). Os odcitos primarios apresentam-se rodeados por uma estreita camada de células
da granulosa, formando assim, os foliculos primordiais (VAN DEN HURK et al., 1997).

Os o06citos permanecem em repouso meiotico até o inicio da puberdade, apés
este periodo, passam a forma secundaria e, possivelmente, odcito terciario. O odcito
secundéario é formado apos a realizagdo da primeira divisdo meidtica e caracterizado pelo
aparecimento do primeiro corpusculo polar. O odcito terciario ou zigoto somente se forma
no momento em que ocorre a fertilizagao, eles séo identificados pelo aparecimento do
segundo corpo polar e formacdo do pro-nucleo masculino e feminino. Estudos tém
demonstrado que a realiza¢do da meiose secundaria ocorre por meio do fator de ativagao
de maturacdo (MFP) e ativador mitogénico da proteina Kinase (MAPK) (GOUDET et al.,

1998).



2.2 Foliculogénese

Quando as oogodnias iniciam seu desenvolvimento, tornam-se circundadas por
células precursoras da granulosa, conhecidas como células foliculares, significando o
inicio da foliculogénese. Foliculogénese é um processo pelo qual os foliculos crescem,
amadurecem e eventualmente séo eleitos para a ovulacao. O nimero de foliculos que
geralmente chegam ao estagio ovulatério € muito baixo, e estima-se que
aproximadamente 99% dos foliculos ovarianos sofrem atresia (WEBB et al.,, 1999).
Baseado no entendimento de espécies monovulatoérias, o desenvolvimento folicular é
divido em trés estagios subsequentes: 1)inicio do crescimento do foliculo primordial; 2)
recrutamento e crescimento de outros foliculos; 3) selecédo do foliculo dominante e atresia
dos foliculos subordinados.

Foliculos primordiais sdo os menos desenvolvidos e se apresentam em maior
guantidade no ovério. A quantidade inicial e final de foliculos é espécie especifico.
Exames histolégicos de ovarios, obtidos de éguas em atividade ciclica, revelaram a
presenca de aproximadamente 36.000 foliculos primordiais e 100 foliculos em
desenvolvimento (DRIANCOUT & PALMER, 1984).

Os foliculos primordiais sédo caracterizados pela presenca do odcito primario
envolto por uma Unica camada de células foliculares (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997). Os
sinais responséaveis pela ativagéo dos foliculos primordiais e os mecanismos reguladores
deste desenvolvimento ainda ndo foram completamente esclarecidos. Contudo,
acumulam-se evidéncias 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(MCNATTY et al., 1999).

Em particular, membros do TGF-b tém se mostrado potentes reguladores da

proliferacao e diferenciacdo em diferentes espécies. Trés membros da familia TGF-b,



fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF-9), bone morphogenetic protein 15 (BMP-15)
e (BMP-6), sdo expressados pelo o6cito e acreditam-se serem mediadores para o
crescimento do foliculo pré-antral (ELVIN et al., 2000).

O desenvolvimento folicular € melhor caracterizado por diferenciacdo e
proliferacdo das células da granulosa. Acompanhando este processo esta a formacao da
membrana translicida ao redor do odcito, conhecida como zona pellcida. A formagéo de
multiplas camadas ao redor do odcito indica a transformacdo do odécito primario em
secundario (foliculo primario a secundario). Foliculos primarios e secundarios séo
identificados como foliculos pré-antrais (HAFEZ & HAFEZ , 2000)

Os sinais responsaveis pela ativagéo dos foliculos primordiais e 0s mecanismos
reguladores do desenvolvimento folicular pré-antral ainda nao foram completamente
esclarecidos. No entanto, existem evidéncias de que o desenvolvimento de foliculos pré
antrais independe da acdo das gonadotrofinas, cuja a participacdo é fundamental em
estagios posteriores deste processo (MONNIAUX et al., 1997).

Em éguas, os foliculos ovarianos desenvolvem um antro quando atingem
aproximadamente 300nm de didmetro. Junto a esse processo, uma bainha de células,
conhecidas como células da teca, formam-se ao redor das células da granulosa. As
células da teca formam duas sub-camadas: a teca externa, a qual esta constituida, quase
gue 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 multiplas camadas ao redor do odcito, formando o “cummulus oéphorus”. Os
principais produtos secretados pelas células da teca sdo os androgenos esteroides,
engquanto isso, as células da granulosa produzem estrogeno e inibina. Todos estes
eventos indicam a transicdo de foliculo secundéario a terciario, o qual inicia novo

desenvolvimento, até ser eleito aovulacdo (Kenney et al., 1979).
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Figura 1- Diagrama da estrutura do ovario

2.3 Ondas Foliculares

Com a formacdo do antro folicular, os foliculos tornam-se dependentes de
gonadotrofinas para novo desenvolvimento, o qual é evidente pela expressao de
receptores de FSH pelas células da granulosa e receptores de LH pelas células da teca
(WEBB et al., 1999). Varios destes foliculos crescem em sincronia, estabelecendo uma
onda de crescimento folicular. As éguas, geralmente apresentam uma ou duas ondas
foliculares durante os 21-22 dias do ciclo estral (GINTHER, 1992).

De acordo com Driancourt et al., (1982) as ondas foliculares sao caracterizadas
pela emergéncia de pequenos foliculos antrais, de aproximadamente 0,2 a 0,4 mm de
diametro.

Segundo Ginther (1992) a definicdo de onda folicular maior se aplica a um conjunto

de foliculos que inicialmente exibe crescimento sincronizado, sucedido pelo crescimento



preferencial de apenas um, ocasionalmente dois foliculos. A onda folicular maior divide-se
em onda primaria e onda secundaria. A onda folicular primaria inicia-se na a metade do
diestro e da origem ao foliculo ovulatdrio (>35mm). A onda secundaria emerge no inicio
do estro e usualmente resulta na formacao de grandes foliculos anovulatérios (>20 mm)
ou, mais raramente, em ovulagdo durante o diestro. E, finalmente, ondas que nao
apresentam foliculos dominantes sao classificadas como ondas menores.

A primeira onda de FSH est4 geralmente associada com a onda maior primaria, e
assim, envolvida na estimulacéo de foliculos até tornarem-se aptos a ovular (BERFELT &
GINTHER, 1993).

Conforme Ginther (1992), em espécies monovulatorias como 0s equinos, um unico
foliculo, usualmente, emergera da onda maior e chegara a foliculo dominante. Durante a
onda maior, varios foliculos emergem e comegam a crescer a uma taxa similar (fase
paralela).

Buratini (1997) ao observar a dinamica folicular em éguas, com observacéo
individual dos foliculos, relatou que dos dezessete ciclos estrais estudados, treze
apresentaram apenas uma onda maior e quatro apresentaram duas (Figura).

O pico da concentracdo de FSH ocorre quando o foliculo maior atinge,
aproximadamente, 13mm de diametro e entdo comeca a declinar. A fase paralela do
crescimento folicular finaliza quando o maior foliculo alcanga um diametro de 22mm, e
comecam a ocorrer diferencas nas taxas de crescimento entre o maior foliculo e os

demais (GASTAL et al., 1997).
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Figura 2— Crescimentos dos foliculos dominantes (FD) nas duas
ondas foliculares do ciclo estral equino (Fonte: Buratini, 1997).
2.4 Divergéncia e Sele¢cdo do Foliculo Dominante

A divergéncia é caracterizada pelo continuo crescimento do maior foliculo
tornando-se o foliculo dominante, e reducédo ou bloqueio do crescimento dos outros
foliculos, tornando-os subordinados. Selecdo é um termo geralmente utilizado em
espécies monovulatérias para indicar que, usualmente, somente um foliculo da onda
folicular chega ao estagio de dominancia (WILTBANK et al., 2000).

Squires et al. (1986) identificaram que a sele¢cdo ocorre ou se inicia antes da
deteccdo ultra-sonogréafica da emergéncia dos foliculos. Por esta raz&o, o inicio da
selecdo pode nao ser definido, desde entdo, outros fatores podem determinar qual o
momento em que os foliculos tornam-se sensiveis aos niveis de FSH.

Os mesmos autores salientaram que o foliculo ndo dominante conserva sua
capacidade para iniciar dominancia até apos a divergéncia. Portanto, o segundo maior
foliculo inicia sua dominéncia quando se realiza a ablac&o do foliculo dominante, neste

momento, ocorre o suposto inicio da divergéncia. Além disso, iniciando o tratamento com



FSH precocemente, resulta no desenvolvimento da dominéncia por varios foliculos,
demonstrando a capacidade de pré-divergéncia dos foliculos.

O declinio nas concentra¢des de FSH, tem demonstrado ser temporariamente
associado com a divergéncia folicular em éguas (GASTAL et al., 1997).

O estimulo necessario para o recrutamento folicular, ou seja, para a continuidade
do crescimento folicular depende de uma elevacédo das concentracfes plasmaticas de
FSH. Possivelmente, durante este recrutamento, o futuro foliculo dominante, ou seja,
aquele cuja o estagio de desenvolvimento esta melhor sincronizado com o estimulo
gonadotrofico, diferencia-se dos demais foliculos e adquire a capacidade de
refratariedade aos niveis decrescentes de FSH, desencadeados por ele préprio e
supressores do desenvolvimento dos foliculos subordinados (FORTUNE, 1994).

Conforme Ginther (2000) o maior foliculo emerge, em média, um dia antes da
emergéncia do segundo maior foliculo. As concentragdes de FSH que estimulam a
emergéncia da onda folicular, inicia-se seu declinio quando os foliculos atinges um
didmetro de aproximadamente de 13mm, devido a capacidade destes foliculos a secretar
inibina. Neste momento os dois maiores foliculos crescem paralelamente (fase paralela).
Ambos os foliculos secretam inibina causando o continuo declinio das concentracdes de
FSH, as quais sao requeridas por eles mesmos para 0s seus crescimentos. A fase de
crescimento paralelo finaliza-se e inicia-se a fase de divergéncia folicular, quando o maior
foliculo atinge 22,5mm de diametro. A divergéncia é caracterizada pela continua taxa de
crescimento do maior foliculo, ou foliculo dominante, e diminui¢éo da taxa de crescimento
do menor foliculo, ou foliculo subordinado, conforme descrito na figura 3.

Embora alguns mecanismos de divergéncia sejam desconhecidos, acredita-se que

através da secrecao de estradiol e inibina, o foliculo dominante cause uma redug&o nos



niveis circulantes de FSH, que se tornam insuficientes para a manutencao do crescimento
dos foliculos subordinados (BERGFELT & GINTHER, 1986).

De acordo com Monniaux et al. (1997), existe a participacédo decisiva de fatores de
crescimento no processo de selegéo e diferenciag¢éo do foliculo dominante. Os fatores de
crescimento fibroblastico (FGF), fator decrescimento epidermal (EGF), fatores de
crescimento semelhantes ainsulina (IGFs) e suas proteinas ligantes (IGFBPs) séo
consideradas os fatores locais mais importantes desta fase. Foi demonstrado que a
biodisponibilizacdo dos IGFs aumenta no fluido folicular dos foliculos dominantes na fase
terminal do seu desenvolvimento. Provavelmente, no momento da reducédo das
concentragcfes de FSH, essa maior biodisponibilidade de IGFs no fluido folicular do
foliculo dominante cause uma elevacgdo da sensibilidade das células da granulosae
uma potencializacdo das a¢des do FSH.

Bodensteiner et al. (1996) descreveram que outro fator fundamental da selegao
folicular é a alteracao da dependéncia gonadotrofica do foliculo dominante. A observacao
de receptores para o LH nas células da granulosa de foliculos dominantes antes da
divergéncia folicular, sugerem uma participa¢cdo do LH no mecanismo de selecao.

Reforcando esta afirmativa, Gastal et al., (1997) demonstraram que o0s niveis
circulatorios de LH tém se mostrado aumentado durante o momento de divergéncia
folicular. Em um estudo subsequente demonstraram um aumento transitorio na
concentracdo de LH durante a emergéncia da onda folicular e um constante aumento na

proporcdo de LH : FSH (GASTAL et al., 2000).
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2.5 Atresia e Ovulacéao

De acordo com Webb et al. (1999), apés ocorrer a divergéncia e selecao do foliculo
dominante, os foliculos restantes ou subordinados sofrem atresia. Aproximadamente 99%
de todos os foliculos, em espécies monovulatorias, sofrem atresia, consequentemente
somente alguns foliculos derivados de uma enorme populacédo de células primordiais,
chegam a ovulacédo. A atresia € geralmente considerada um processo irreversivel, que
ocorre por morte celular ou apoptose.

O mecanismo de atresia péde ser observado em varias espécies, incluindo
equinos (KENNEY et al., 1979).

Driancourt & Palmer (1984) estudando ovarios retirados cirurgicamente de éguas
indicaram que os foliculos pequenos, e ndo o foliculo dominante, sdo capazes de exercer
feedback negativo na secrecdo de FSH. Portanto, acumulam-se evidéncias, de que 0s
futuros foliculos subordinados séo responsaveis pelo declinio de seu proprio crescimento
e sua subsequente atresia.

Conforme Pierson e Ginther (1987), quando os foliculos subordinados iniciam o seu
declinio, o foliculo dominante comeca a crescer rapidamente. Em éguas, a taxa média de
crescimento do foliculo dominante é aproximadamente de 3 a 5 mm por dia.

Imagens ultrassonogréficas do foliculo dominante pré ovulatério demonstraram um
aumento no volume do antro e um espessamento da parede folicular (TOWNSON E
GINTHER, 1989). Em equinos o grande foliculo ovulatério, usualmente, alcanca um
diametro de aproximadamente 40mm, e a parede pode apresentar 6mm. Mudancas
também ocorrem no interior do foliculo, evidenciado por um aumento nas concentracdes
de estrégenos, andrégenos e inibina dentro do fluido folicular (PIERSON E GINTHER,

1987). No aspecto molecular, houve um aumento expressivo de receptores de LH pelas



células da teca, deste modo tornando o foliculo responsivo ao LH pituitario (WEBB et al.,
1999).

Em muitas espécies, a ovulacao ocorre sobre o pico de LH. Em éguas, a ovulagao
ocorre ap0s uma constante e lente elevagcdo na concentragdo circulatéria de LH
(GINTHER, 1987). Sob um certo limiar no estimulo de LH, o foliculo rompe-se e o odcito é
expelido. Adotando um caminho para a fossa de ovulagédo, o odcito é recolhido pela
fimbria e liberado no infundibulo do oviduto até ocorrer a fertilizacdo. Ocorre, inicialmente,
uma hemorragia ap6s a ruptura do foliculo, para a formag&o do corpo hemorragico. As
células da granulosa e da teca, sofrem luteinizagdo para formar o corpo lateo. A partir
deste momento, inicia-se a fase luteal (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

A combinacdo dos eventos que levam aovulacdo do foliculo dominante € um
curioso processo dinamico. Um melhor entendimento dos varios processos que levam ao
recrutamento, selecdo e dominéncia sdo pré-requisitos para estabelecer um comprovado

método para promover uma resposta superovulatéria em éguas.



4. CONSIDERACOES FINAIS

A dinamica folicular € um complexo processo, que envolve varios fatores que ainda
ndo estéo totalmente esclarecidos.

O entendimento dos fatores que estdo presentes neste processo sdo de suma
importancia para a manipulacédo do ciclo estral equino e o sucesso da aplicagao de
biotecnologias, como a superovulagao, os quais sao melhores esclarecidos em outras
espécies domésticas.

Quanto ao numero de ondas foliculares que emergem e a caracterizacado destas ondas
durante o ciclo estral equino existem variacdes na literatura. Existem controvérsias sobre
0s mecanismos intra-foliculares responsaveis pela divergéncia e selecdo dos foliculos
dominantes. Portanto, estudos fazem-se necessarios para caracterizar um padrdo para a
espécie estudada, assim, a partir destes esclarecimentos sera possivel a manipulacédo do

desenvolvimento folicular em equinos.
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