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RESUMO

Muares néo se reproduzem devido a incompatibilidade no numero de cromossomos
entre as espécies genitoras. Contudo, manifestam regularmente sinais de estro,
apresentando provavelmente ciclos estrais normais, assim como as fémeas das
demais espécies. Desta forma, as fémeas muares despertam interesse na area
reprodutiva, principalmente na area da biotecnologia da reprodugdo como
receptoras de embrido. Poucos estudos tém sido realizados procurando contribuir
para o0 entendimento do comportamento reprodutivo e de alguns aspectos
fisiolégicos do ciclo estral da mula, como o estudo da dinamica folicular durante o
intervalo interovulatério, caracterizando as fases de emergéncia, desvio e
dominancia. Fato este que contribui para a utilizacdo desta espécie em programas
de transferéncia de embrido. Este estudo teve por objetivo elucidar caracteristicas
do ciclo estral e realizar a avaliacdo ultrassonogréafica da dinamica folicular durante o
ciclo estral de fémeas muares. Foram acompanhados ciclos estrais de trés mulas
para determinar o dia da ovulacdo (DO) e o inicio da onda folicular. O dia da
emergéncia do futuro foliculo ovulatério foi definido como o dia em que o mesmo
atingisse 10 mm de tamanho. O inicio do desvio, caso acontecesse, foi designado
como o dia anterior ao dia em que ocorresse uma mudanga significativa entre o
didmetro dos dois maiores foliculos associado ao ndo crescimento ou diminuicdo do
tamanho do foliculo subordinado. O didmetro maximo do foliculo ovulatério foi obtido
no dia anterior ao da ovulagdo, e as taxas de crescimento definidas antes e apés o
desvio, nos casos em que fossem observados pelo menos dois foliculos. A
ecotextura do endométrio foi avaliada nas fases folicular e luteal. A fase de
emergéncia surgiu aos 11,66 + 2,8 dias e o desvio aos 3,66 + 0,57 dias, ambas
antes da ovulacdo. A taxa de crescimento folicular diaria foi definida para ondas
foliculares que tiveram apenas um foliculo na fase de emergéncia; e também para
aguelas que apresentaram dois e por consequéncia a fase de desvio. Para a
primeira situagéo, a média dessa taxa foi de 3,1 + 0,49 mm ao dia até o momento da
ovulagdo. J& na segunda, a média da taxa de crescimento desde a fase de
emergéncia até a fase de desvio foi de 3,27 + 0,46 mm para o futuro foliculo
ovulatério e de 3,23 = 0,67 mm para o foliculo subordinado, o qual sofreu atresia.
ApoOs o desvio, o foliculo ovulatério cresceu em média 3,67 + 0,18 mm por dia até a

ovulacdo. Um dia antes da ovulagéo, o foliculo dominante atingiu a dimensdo média



de 37,24 + 5,88 mm. A ecotextura variou de 0 a 1 (0 a 3) em fase luteal, e atingiu
valores maximos em fase folicular. As mudancas anatbmicas e comportamentais
foram compativeis com a fase do ciclo estral em que as fémeas se encontravam.
Conclui-se que as variaveis avaliadas se assemelham aquelas observadas em

fémeas equinas e asininas; porém, a baixa quantidade de od4citos ao nascimento.

Palavras-chave: mulas; emergéncia; desvio; dominancia.



ABSTRACT

Mules do not reproduce due to incompatibility in number of chromosomes between
the genitor species. However, they regularly manifest signs of estro, probably
showing normal estrous cycles, as well as females of other species. In this way,
female mules arouse interest in the reproductive area, mainly in the area of
reproduction biotechnology as embryo recipients. Few studies have been done
seeking to contribute to the understanding of the reproductive behavior and some
physiological aspects of the mule estral cycle, such as the study of follicular
dynamics during the interovulatory interval, characterizing the phases of emergence,
deviation and dominance. This fact contributes to the use of this species in embryo
transfer programs. This study aims clarify characteristics of the estrous cycle and
performs the ultrasonographic evaluation of the follicular dynamics during the estral
cycle of females mules. Three cycles of three mules were followed to determine the
day of ovulation (DO) and the beginning of the follicular wave. The day of the
emergence of the future ovulatory follicle was defined as the day that it reached 10
mm in size. The beginning of deviation, if it happened, was designated as the day
before the day when there was a significant change between the diameter of the two
largest follicles associated with non-growth or decreased size of the subordinate
follicle. The maximum diameter of the ovulatory follicle was obtained the day before
ovulation, and the growth rates defined before and after deviation, in cases where at
least two follicles were observed. The echotexture of the endometrium was
evaluated in the follicular and luteal phases. The emergency phase occurred at
11.66 £ 2.8 days and the deviation at 3.66 + 0.57 days, both before ovulation. The
daily follicular growth rate was defined for follicular waves that had only one follicle in
the emergency phase; and also for those that presented two and consequently the
deviation phase. For the first situation, the avarage of this rate was 3.1 £ 0.49 mm a
day until the time of ovulation. In the second, the average growth rate from the
emergency phase to the deviation phase was 3.27 + 0.46 mm for the future ovulatory
follicle and 3.23 + 0.67 mm for the subordinate follicle, that suffered atresia. After
deviation, the ovulatory follicle increased on average 3.67 = 0.18 mm a day until
ovulation. One day before ovulation, the dominant follicle reached the average size
of 37.24 + 5.88 mm. The ecotexture ranged from 0 to 1 (0 a 3) in the luteal phase,

and it reached maximum values in the follicular phase. The anatomical and



behavioral changes were compatible with the phase of the estrous cycle in which the
females were. In conclusion, the variables evaluated resemble those observed in

equine and asinine females.

Key words: mules; emergency; deviation; dominance.
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1 INTRODUCAO

O mercado do cavalo no Brasil vem apresentando nos ultimos anos uma
retomada de crescimento econdmico além de uma estruturacdo da cadeia
produtiva. Segundo o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada —
ESALQ/USP, o setor movimenta no pais um valor superior a R$ 7,5 bilhées anuais
gerando cerca 640 mil empregos diretos (MAPA, 2011). O Brasil possui o quarto
maior rebanho de equideos do mundo, com uma populacdo estimada em torno de
7.986.023 animais, sendo 5.541.702 equinos, 1.130.795 asininos e 1.313.526
muares (IBGE, 2008). Para suprir as demandas nos sistemas de producdo dessas
espécies, as biotécnicas destinadas a reproducdo vém se desenvolvendo; para tal,
é fundamental o conhecimento da fisiologia reprodutiva, especialmente no que diz
respeito as caracteristicas do ciclo estral.

Os equideos possuem a habilidade de cruzarem-se com espécies fenotipica
e cariotipicamente diferentes. O cruzamento de um macho, asinino, Equus asinus
(2n=62) com uma fémea equina, Equus caballus (2n=64) produz os muares, Equus
mulus (2n=63). Embora este cruzamento tenha alta taxa de prenhez e com produtos
viaveis, estes sdo normalmente inférteis. Wodsedalek (1916) foi o primeiro a propor
gue espermatozoides ndo sdo produzidos nos testiculos dos burros por uma
incompatibilidade cromossbmica entre as espécies progenitoras, ocorrendo um
bloqueio da meiose. Taylor e Short (1973) demonstraram que na Equus mulus (2n=
63) haveria um bloqueio parcial da meiose dos cromossomos sexuais femininos,
produzindo um baixo estoque de odcitos ao nascimento. No entanto, existem varias
descricdes na literatura de mulas férteis, sendo alguns casos confirmadas com
cariotipagem da matriz e do produto (PINHEIRO, 1989; CHANDLEY e CLARKE
1985; RONG, et al. 1985).

A transferéncia de embrides entre espécies diferentes demonstrou ser bem-
sucedida em equinos e muares, que podem levar a denominar uma variedade de
diferentes espécies de equinos (ALLEN e ROWSON 1972). A transferéncia cirurgica
de embrides de equinos e asininos em mulas ciclicas resultou no nascimento de
potros vivos (DAVIES; ANTCZAK; ALLEN, 1985), e da mesma forma pelo método
ndo cirargico (CAMILLO et al., 2003). Estes autores observaram a dificuldade de

sincronizacdo entre doadora e receptoras como limitante da técnica, que
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possivelmente esteja ligada a falta de conhecimento da dindmica folicular e a forma
de manipulacéo artificial do ciclo estral das mulas.

Poucos estudos tém sido realizados com o objetivo de contribuir para o
entendimento do comportamento reprodutivo e dos aspectos fisiologicos do ciclo
estral da mula. Estas informacdes sdo essenciais quando se considera a utilizagao
destes animais em biotecnologias reprodutivas importantes como a transferéncia de
embrido de asininos e equinos, que tém por objetivo a melhora genética e o
aumento da producao de animais de alto valor genético e comercial. Provavelmente,
as caracteristicas do ciclo estral da mula se assemelhem as observadas na égua e
na jumenta, uma vez que a fémea muar € resultado do cruzamento entre as
espécies citadas. A partir dessas afirmacbes, torna-se fundamental o
acompanhamento da dinamica folicular da mula, visando aprofundar o
conhecimento na fisiologia reprodutiva desta espécie e a utilizagcdo das mesmas
como receptoras de embrides. Sendo assim, o padrdo de crescimento folicular e a
compreensdo dos seus mecanismos, sdo de grande utilidade na manipulagéao
artificial da funcdo ovariana, o que permite proporcionar um controle exégeno da
dindmica folicular destas fémeas.

O presente trabalho tem por objetivo relatar as caracteristicas e aspectos
reprodutivos encontrados na literatura sobre as fémeas equina, asinina e muar;
assim como estudar no ciclo estral de mulas, a dinamica folicular durante o espaco
interovulatdrio, acompanhar as mudancas na ecotextura do endométrio, determinar
0 numero de foliculos em cada onda folicular, diametro e taxa de crescimento do

foliculo ovulatério
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da mula na historia e na atualidade

Na Mesopotamia e na Assiria, ndo ter uma mula para montar era sinal de
pobreza. Os equinos foram a espécie fundamental na conquista do novo mundo,
porém, enquanto estes eram usados em batalhas, 0s muares carregavam a riqueza
dos senhores feudais (RIBEIRO e MELO, 2006).

Atualmente, os muares sdo considerados animais de grande valia nas
regides tropicais e subtropicais, onde substituem com vantagem os grandes cavalos
de tiro das regifes de clima temperado. No Brasil sdo usados mais na tracao de
carrocas, carrogdes, carrinhos de mola, charretes e maquinas agricolas leves. Séo
usados também no transporte de carga sobre o dorso nas regides montanhosas e
acidentadas. Podem ser usados ainda para viagens distantes, podendo fazer etapas
de 30 a 40 Km/dia, sem esgotar-se (TORRES; JARDIM, 1992).

No desenvolvimento das espécies, quando duas linhagens se afastam do seu
processo evolutivo, essas vao gradativamente se especializando e modificando seu
gendtipo por mutacles e selecdo natural, de tal forma que muitas vezes, um retorno
a uma espécie comum torna-se impossivel. Isto ocorreu com inUmeros animais, mas
0 caso do cavalo e do jumento é o que melhor ilustra este fato. O cavalo que vivia
em grandes manadas nas pradarias desenvolveu maior musculatura, cascos largos,
temperamento explosivo, rapidez e agilidade para fugir dos predadores. Ja o
jumento, que teve durante muito tempo seu habitat em regides desérticas,
montanhosas e rochosas do norte da Africa e Oriente Médio, sofreu menor presséo
de selecdo natural para a fuga, tornando-se um animal mais observador e
desconfiado. Ao ocorrer o cruzamento dessas duas espécies, Equus caballus e
Equus asinus, o cavalo com 64 cromossomos e 0 jumento com 62 cromossomos,
deu-se origem ao muar com 63 cromossomos, caracteristica essa que torna essa
espécie infértil (ABCIJPEGA, 2011).

2.2 Estacionalidade reprodutiva e ciclo estral



19

A estacionalidade reprodutiva das mulas deve ser semelhante ao que ocorre
com as éguas. Por isso, devido a falta de literatura encontrada, os parametros
correspondentes a estacionalidade reprodutiva e o ciclo estral das mulas serdo
comparados aos das espécies que lhe dao origem: eqlina e asinina. Fémeas
equinas sdo consideradas poliéstricas estacionais com fotoperiodo positivo,
apresentam varios ciclos estrais durante a temporada reprodutiva, a qual é regulada
pela quantidade de horas de luz. O ciclo reprodutivo da égua é dividido em quatro
etapas que se diferem enddcrina e fisiologicamente: etapa anovulatoria, transicao
de primavera, etapa reprodutiva e transi¢cdo do outono (GIGLI; RUSSO; AGUERO,
2006). Segundo Taberner et al. (2008) seguem algumas proposi¢cdes em seu estudo
de que as jumentas ndo apresentam estacdo anuvolatoria.

O comeco da etapa reprodutiva ocorre quando as horas de luz séo
suficientes para suprir o reflexo inibitério produzido pela melatonina sobre a
liberacdo de GnRH. Os primeiros ciclos do ano sao irregulares, adquirindo mais
regularidade, quanto a duracdo na medida em que avanca a estacdo reprodutiva.
Durante o ciclo da égua ocorrem ondas foliculares que se subdividlem em onda
maior priméaria e onda maior secundaria. Na primaria a ovulacao ocorre 24- 48 horas
antes que finalize o estro. A onda maior secundaria é a ativacdo e diferenciacdo de
foliculos terciarios, cujo foliculo dominante adquire maior tamanho durante o diestro
(GINTHER, 1992). No trabalho de Conceicao et al (2009) realizado com jumentas foi
encontrada apenas uma Unica onda folicular maior em dez ciclos estudados.

Gurgel (2007) afirma que o ciclo da égua pode ser dividido ainda em estro
(fase folicular) e diestro (fase luteal). Na primeira a égua esta sexualmente receptiva
ao garanhdo com o trato genital preparado para receber os espermatozoides e a
ovulacédo ocorre. Nessa fase os foliculos dominantes se desenvolvem e secretam
estrogeno, que induz a receptividade sexual. No diestro, a égua rejeita o garanhéo e
o trato genital esta preparado para aceitar e manter o desenvolvimento do concepto
(TAROUCO, 2006).

2.3 Dinamica folicular em fémeas equinas e asininas

O estudo da dinamica ovariana nas diferentes espécies domeésticas,

correlacionada com ac¢des hormonais do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, tem
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sido realizado com o objetivo de se conhecer melhor a fungdo ovariana e assim
manipular o ciclo estral com eficiéncia. Com o advento do escaneamento
ultrassonogréafico dos ovarios, principalmente em grandes animais, quando se usa a
técnica de ultrassonografia transretal, h4 uma caracterizacdo em tempo real das
estruturas ovarianas. Assim pode-se acompanhar as ondas de desenvolvimento
folicular e conhecer os eventos que nela ocorrem, (recrutamento folicular,
emergéncia da onda, crescimento folicular, divergéncia, ovulagdo ou regresséao),
guando eles ocorrem e em que padrées (GINTHER, 1992, 1995).

Segundo McKinnon et al., (1993), aproximadamente dez dias antes da
ovulacdo, o foliculo ovulatério surge nas éguas. Conceicédo et al (2009) descreve
gue a emergéncia em jumentas ocorre 9,6 dias apdés a ovulacdo (D0), em ciclo
estral com duracdo de 24,1 + 2,23 dias. Estudos recentes apontam que o intervalo
entre a emergéncia e a ovulacao foi de 15,8 £ 4,6 dias em mulas (SCHIESTL et al.,
2013).

O fenbmeno de desvio nas éguas tem sido observado a partir da presenca de
foliculos, levando-se em média seis dias ap0s a emergéncia para a detec¢do do
futuro foliculo dominante (GASTAL et al., 1997). Nas jumentas, segundo Concei¢ao
et al (2009), o desvio foi mais precoce, com diametro folicular menor e ocorreu ao
redor de quatro dias apds o recrutamento folicular. Neste mesmo estudo o desvio
ocorreu 14,0 + 0,93 dias do ciclo estral e a taxa de crescimento diario de 1,31 £+ 0,47
mm antes do desvio de 2,27 + 0,31 mm apés o desvio. Dadarwal et al (2004)
obtiveram em éguas a taxa de crescimento do foliculo dominante de
aproximadamente 3 a 5 mm por dia, e de 2,7 mm por dia em jumentas. No trabalho
realizado por Taberner et al. (2008) com jumentas a taxa de crescimento do foliculo
pré-ovulatoério foi 3,7 mm/dia ao longo de cinco dias antes da ovulacdo. Em mulas a
selecéo ocorreu 7,7 £ 2,3 dias antes da ovulagéo, crescimento folicular diferente de
2,4 £ 0,7 mm/dia antes da selecdo e de 3,0 + 0,7 mm/dia depois da selecao
(SCHIESTL et al., 2013).

Conceicéo et al. (2009), descrevem em seu estudo com jumentas que o perfil
do crescimento do foliculo dominante antes e ap6s o desvio folicular, bem como o
crescimento do segundo maior (subordinado) antes do desvio e atresia apds o
desvio, foi condizente com o que se tem documentado na espécie equina. Isto leva
a sugestdo de gue mecanismos similares ao descrito para égua possam estar

envolvidos no desenvolvimento folicular da espécie asinina.
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Quanto ao foliculo pré-ovulatério as mulas apresentaram declinio quando
préximo da ovulagdo, com tamanho de 50,01 + 5,091 mm (SCHIESTL et al., 2013).
Esse tamanho foi maior que o encontrado por Conceicao et al. (2009), os quais
observaram que o diametro maximo do foliculo dominante nas jumentas, um dia
antes da ovulacdo foi de 36,7 mm (variando de 28 a 46 mm). No trabalho de
Taberner et al. (2008) o diametro médio dos foliculos pré-ovulatérios em jumentas
um dia antes da ovulacéo foi de 44,9 + 0,5 mm (variando de 35 a 60 mm) porém
teve um declinio de crescimento nas ultimas 24h antes da ovulacdo. Ja Henry
(1987) detectou desenvolvimento de foliculos que atingiram tamanhos pré-
ovulatérios (240 mm) em éguas de varias idades e ragas diferentes. Conceigao et al
(2009) descreve que no inicio do experimento os foliculos dominantes que
originaram a ovulacao, tendo como referéncia (D0) apresentaram diametro maximo
de 39,6 + 2,65 mm nas jumentas que apresentaram ovula¢des Unicas. Isto se
explica porque s6 é encontrado um foliculo no ovério durante o seu desenvolvimento

tendo mais aporte sanguineo e maior espaco fisico para seu crescimento.

2.4 Caracteristicas dos horménios reprodutivos em fémeas equinas e asininas

A emergéncia de cada onda folicular é temporariamente associada com o
surgimento do FSH para ondas maiores e menores. O pico da concentracdo de FSH
ocorre quando o maior foliculo atinge, aproximadamente, 13 mm de diametro e
entdo comeca a declinar. A parada do crescimento folicular ocorre quando o maior
foliculo alcanga um diametro de 22mm e o segundo maior alcanga 19mm
(GINTHER, 2000).

O processo ovulatorio resulta das interacbes entre o LH e o AMP ciclico,
prostaglandinas e enzimas proteoliticas. Uma quantidade de LH pré-ovulatério se
desenvolve progressivamente em aproximadamente uma semana, estendendo até
em média de um dia ap0s a ovulacéo. O foliculo rompe-se e o0 od6cito é expelido pela
fossa ovulatdria que se localiza no bordo céncavo ou ventral do ovario, € recolhido
pela fimbria e liberado no infundibulo do oviduto até ocorrer a fertilizacdo
(TAROUCO, 2006).

O estradiol € um estrégeno primario, secretado pelos foliculos em

7

desenvolvimento e é candidato para um efeito inibitério na secre¢cdo de FSH no
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centro tdénico do hipotdlamo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O estradiol comeca a aumentar
na circulacdo um dia antes do inicio da selecdo. Além disso, 0s niveis séricos de
estradiol aparentemente ndo contribuem para a diminui¢cdo do FSH até o dia anterior
do desvio folicular. A eliminacdo do maior foliculo no inicio esperado da selecéo
previne 0 aumento continuo do estradiol e resulta em um aumento do FSH. Tanto o
estradiol quanto a inibina seriam perdidos quando fosse feita a eliminacdo do maior
foliculo e uma diminuicdo nos dois poderia contar para 0 aumento resultante no FSH
(GURGEL, 2007).

As células da granulosa produzem progesterona a medida que se luteinizam,
o FSH comeca a aumentar a partir do dia 0 (dia da ovulacdo), o LH na égua
continua em alta devido ao seu metabolismo lento no figado. O desenvolvimento do
corpo luteo na égua vai ocorrer do dia 0 ao dia 5. Apds 10 a 12 horas da ovulacdo o
corpo lateo produz altas concentracdes de progesterona. Isso se da devido a alta
concentracdo de LH depois da ovulacdo. Nesse periodo, o LH continua mantendo a
funcdo do corpo liteo. A alta afinidade dos receptores de LH e células luteais,
permitem que o CL se mantenha ativo apesar das baixas concentracfes deste
hormonio durante o diestro. Na égua outros fatores estdo associados a manutencao
do CL como tratamentos com antagonistas de GnRH. O periodo de manutencao do
CL na égua vai do dia cinco ao dia 14 do ciclo. A sua regressédo ocorre devido a
auséncia de reconhecimento materno de prenhez em torno do dia 14 do ciclo,
quando o Utero libera prostaglandina PGF2a levando a lutedlise do CL. Ainda,
estrogenos auxiliam na habilidade de liberar prostaglandina do utero. Porém, é
necessario que a progesterona atue preventivamente sobre as células endometriais.
Os estrogenos entdo tém um feed back positivo sobre eles mesmo e aumentam 0s
receptores de estrégenos no endométrio e produzem aumento dos receptores da
ocitocina. O CL da éegua é formado somente por células da granulosa, néo
produzindo ocitocina; somente o endométrio produz ocitocina, estimulando a
secrecdo de PGF2a (GIGLI; RUSSO; AGUERO, 2006).
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RESUMO

Diferente das éguas e das jumentas, as mulas ndo se reproduzem devido a
incompatibilidade no numero de cromossomos entre as espécies progenitoras.
Poucos estudos tém sido realizados com a finalidade de contribuir para o
entendimento do comportamento reprodutivo e dos aspectos fisiologicos do ciclo
estral de fémeas desta espécie, sendo estas informacdes essenciais quando se
considera a utilizacdo destes animais em biotecnologias reprodutivas importantes
como a transferéncia de embrido. O objetivo desse estudo foi determinar as
caracteristicas do ciclo estral e realizar a avaliacdo ultrassonografica da dinamica
folicular durante o ciclo estral de fémeas muares. Foram acompanhados ciclos
estrais de trés mulas para determinar o dia da ovulacdo (DO) e o inicio da onda
folicular. O dia da emergéncia do futuro foliculo ovulatério foi definido como o dia em
gue o mesmo atingisse 10 mm de tamanho. O inicio do desvio, caso acontecesse,
foi designado como o dia anterior ao dia em que ocorresse uma mudanca
significativa entre o diametro dos dois maiores foliculos associado ao néo
crescimento ou diminuicdo do tamanho do foliculo subordinado. O didmetro maximo
do foliculo ovulatério foi obtido no dia anterior ao da ovulacdo, e as taxas de
crescimento definidas antes e apds o desvio, nos casos em que fossem observados
pelo menos dois foliculos. A ecotextura do endométrio foi avaliada nas fases
folicular e luteal. A fase de emergéncia surgiu aos 11,66 + 2,8 dias e 0 desvio aos
3,66 + 0,57 dias, ambas antes da ovulacéo. A taxa de crescimento folicular diaria foi
definida para ondas foliculares que tiveram apenas um foliculo na fase de
emergéncia; e também para aquelas que apresentaram dois e por consequéncia a
fase de desvio. Para a primeira situacédo, a média dessa taxa foi de 3,1 £ 0,49 mm
ao dia até o momento da ovulacdo. J&4 na segunda, a média da taxa de crescimento
desde a fase de emergéncia até a fase de desvio foi de 3,27 + 0,46 mm para o
futuro foliculo ovulatério e de 3,23 + 0,67 mm para o foliculo subordinado, o qual
sofreu atresia. ApOs o desvio, o foliculo ovulatério cresceu em média 3,67 + 0,18
mm por dia até a ovulacdo. Um dia antes da ovulagéo, o foliculo dominante atingiu a
dimensédo média de 37,24 £+ 5,88 mm. A ecotextura variou de 0 a 1 em fase luteal, e
atingiu valores méximos em fase folicular. As mudancas anatdbmicas e

comportamentais foram compativeis com a fase do ciclo estral em que as fémeas se
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encontravam. Conclui-se que as variaveis avaliadas se assemelham aquelas

observadas em fémeas equinas e asininas.

Palavras-chave: mulas; emergéncia; desvio; dominancia.
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ABSTRACT

Unlike mares and donkeys, mules do not reproduce due to incompatibility in the
number of chromosomes between the progenitor species. Few studies have been
done with the purpose of contributing to the understanding of the reproductive
behavior and the physiological aspects of the estrous cycle of females of this
species, this information are essential when considering the use of these animals in
important reproductive biotechnologies such as embryo transfer. The objective of this
study was to determine the characteristics of the estrous cycle and performs the
ultrasound evaluation of the follicular dynamics during the estral cycle of females
mules. Three cycles of three mules were followed to determine the day of ovulation
(D0) and the beginning of the follicular wave. The day of the emergence of the future
ovulatory follicle was defined as the day that it reached 10 mm in size. The beginning
of deviation, if it happened, was designated as the day before the day when there
was a significant change between the diameter of the two largest follicles associated
with non-growth or decreased size of the subordinate follicle. The maximum diameter
of the ovulatory follicle was obtained the day before ovulation, and the growth rates
defined before and after deviation, in cases where at least two follicles were
observed. The echotexture of the endometrium was evaluated in the follicular and
luteal phases. The emergency phase occurred at 11.66 + 2.8 days and the deviation
at 3.66 + 0.57 days, both before ovulation. The daily follicular growth rate was
defined for follicular waves that had only one follicle in the emergency phase; and
also for those that presented two and consequently the deviation phase. For the first
situation, the average of this rate was 3.1 £ 0.49 mm a day until the time of ovulation.
In the second, the average growth rate from the emergency phase to the deviation
phase was 3.27 + 0.46 mm for the future ovulatory follicle and 3.23 £ 0.67 mm for
the subordinate follicle, that suffered atresia. After deviation, the ovulatory follicle
increased on average 3.67 = 0.18 mm a day until ovulation. One day before
ovulation, the dominant follicle reached the mean size of 37.24 + 5.88 mm. The
ecotexture ranged from O to 1 in the luteal phase, and reached maximum values in
the follicular phase. The anatomical and behavioral changes were compatible with
the phase of the estrous cycle in which the females were. In conclusion, the

variables evaluated resemble those observed in equine and asinine females.



Key words: mules; emergency; deviation; dominance.
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INTRODUCAO

Os muares sdo considerados animais de grande valia nas regides tropicais e
sub-tropicais, onde substituem com vantagem os grandes cavalos de tiro das
regides de clima temperado, devido as caracteristicas de inteligéncia e resisténcia
(TORRES; JARDIM, 1992). No meio rural e urbano sado de grande popularidade,
principalmente pela rusticidade, forca fisica e docilidade, pelos diversos servigcos
prestados em regides com topografias acidentadas e por sua adaptacdo aos mais
variados climas do Brasil (OLIVEIRA, 2004).

A fémea muar mula (2n=63) € um individuo hibrido resultado do cruzamento
da égua (2n=64) com o jumento (2n=62). Diferente das éguas e das jumentas, as
mulas ndo se reproduzem devido a incompatibilidade do nimero de cromossomos
entre as espécies progenitoras. Wodsedalek (1916) afirma que espermatozoides
nao sao produzidos no macho muar devido a um bloqueio na meiose. O mesmo fato
foi observado na fémea por Taylor e Short (1973), os quais demonstraram que um
blogueio parcial na meiose provocava um baixo estogue de o0citos ao nascimento.
Contudo, podem manifestar regularmente sinais de estro e apresentam ciclos
estrais, assim como as fémeas das demais espécies. Por este motivo, as mulas
despertam interesse na area reprodutiva, especialmente como receptoras de
embrido.

A transferéncia de embrido pode ser empregada para a conservagao de
espécies em extincdo como os cavalos Przewalski (SUMMERS et al., 2010). No
entanto € necessario utilizar fémeas equideas de outras espécies para serem
utilizadas como receptoras de embrido, capazes de manter a gestacédo a termo e
com boa habilidade materna. Alguns estudos relatam a transferéncia de embrido
interespécie com resultados variados. Utilizando mulas ciclicas como receptoras e a
transferéncia de embrido nao cirargica, Gonzalez et al. (2015) obtiveram a
sincronizagdo com jumentas doadoras e relatam o nascimento de dois produtos
apos 372 e 379 dias. O uso de mulas ciclicas como receptoras de equinos e
asininos comprovaram-se viaveis, nascendo produtos normais tanto com método
cirargico (DAVIES et al, 1985), quanto pelo método nao cirargico (CAMILLO et al,
2003).

No contexto da transferéncia de embrido, a dificuldade na sincronizacao entre

fémeas doadora e receptora é o fator limitante da utilizagdo desta biotecnologia, fato
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este justificado pela escassez de estudos relativos a dindmica folicular e as
possibilidades de manipulacéo artificial do ciclo estral de mulas. A partir dessas
afirmacdes, torna-se fundamental o acompanhamento das fases da onda folicular
da mula, visando aprofundar o conhecimento na fisiologia reprodutiva desta espécie
e a utilizacdo das mesmas como receptoras de embrido. O objetivo deste estudo foi
caracterizar as fases de emergéncia, desvio e dominancia; estimar o nimero de
foliculos em cada onda folicular, didmetro e taxa de crescimento do foliculo

ovulatorio; e acompanhar as mudancas na ecotextura do endométrio

MATERIAL E METODOS

Animais

O experimento foi realizado no municipio de Unido da Vitéria, o qual esta
localizado a 26°13'48" latitude sul e 51°05'11" longitude oeste, na regido sul do
estado do Parana. Durante os meses de setembro de 2015 a marco de 2016, foram
utilizadas trés mulas ciclicas resultantes do cruzamento de éguas SRD com jumento
da raca Péga, com idades que variam de 4 a 10 anos e peso médio de 350 Kg. Os
animais receberam diariamente alimentacdo composta de racdo comercial e feno de
alfafa, além de sal mineral e agua ad libitum. No manejo diério foi observado e
anotado o comportamento sexual das fémeas na presenca de um garanhao, assim

como possiveis altera¢cdes anatbmicas da genitélia externa.

Ultrassonografia

Para a avaliagdo dos ovarios e do utero, foi utilizado aparelho de ultrassom
(Mindray DP-2200Vet) com transdutor linear de 5 MHz. Diariamente, as fémeas
foram palpadas por via transretal e monitoradas para determinar o dia da ovulacéo
(D0); visualizar todos os foliculos com tamanho superior a 5 mm e esboca-los em
documento proprio, assim como informacdes relativas a condicéo uterina.

A dimenséao dos foliculos com tamanho entre 5 e 10 mm foi definida apenas

pela altura dos mesmos, enquanto naqueles com tamanho superior a 10 mm, o
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diametro folicular foi determinado pela média obtida entre a altura e a largura do
antro, utilizando os valores maximos nas imagens visualizadas (Ginther et al. 2006).
O dia da emergéncia do futuro foliculo ovulatério foi definido como o dia em que o
mesmo atingisse 10 mm de tamanho (Gastal et al. 1999, 2000), sendo os dias
contabilizados deste momento até a ovulacdo. O inicio do desvio, caso acontecesse,
foi designado como o dia anterior ao dia em que ocorresse uma mudanca
significativa entre o di@metro dos dois maiores foliculos (Gastal et al., 1997)
associado ao ndo crescimento ou diminuicdo do tamanho do foliculo subordinado. O
diametro maximo do foliculo ovulatério foi obtido no dia anterior ao da ovulacao, e as
taxas de crescimento definidas antes e apds o desvio, nos casos em que fossem
observados pelo menos dois foliculos.

A ecotextura do endométrio foi graduada de 0 a 3, sendo que valores
proximos a 3 representam a fase folicular (presenca de dobras endometriais) e

valores préximos a 0 séo referentes a fase luteal (auséncia de dobras endometriais).

Andlise estatistica

Todos os dados coletados foram organizados em planilhas do Microsoft Excel

2010 e a analise estatistica foi feita de forma descritiva (média e desvio padrao).

RESULTADOS E DISCUSSAO

CitagOes classicas na literatura sobre a infertilidade e a auséncia de atividade
ovariana em mulas ja sdo conhecidas, porém relatos recentes apontam ciclicidade e
a utilizacdo das mesmas como receptoras de embrido. Evidéncias de abatedouro
mostraram a presenca de corpo luteo em 45,83% dos ovarios avaliados e apenas
15,27% possuiam foliculos, sugerindo ciclicidade em fémeas muares e baixo
estoque de foliculos (GONZALEZ et al., 2014).

As mulas utilizadas nesse experimento apresentaram atividade ciclica
reprodutiva durante os meses em que que foram avaliadas. No manejo diario, foi
observado comportamento sexual compativel com a fase do ciclo estral, ou seja, na
presenca do garanhdo demostravam interesse pelo mesmo, sendo este fato

confirmado pela aproximacédo, posicdo de miccdo, a propria miccdo com elevacao
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da cauda e a eversdo do clitéris. Em alguns casos, observou-se movimentos de
mastigacdo com a boca aberta. Todas essas caracteristicas sdo compativeis com a
fase folicular, a qual foi confirmada durante a avaliagdo ultrassonografica pela
presenca de foliculo dominante e edema uterino. Em fase luteal, a ultrassonografia
revelou presenca de corpo Iiteo e auséncia de edema uterino, sendo que as fémeas
ndo demonstraram interesse sexual pelo garanhdo, e sim agressividade. Em fase
folicular, Volpe et al. (2005) afirmam que as mulas apresentam movimentagdo dos
labios vulvares, movimentos de mastigacdo, posicdo de miccdo e elevacdo da
cauda. Jumentas apresentam caracteristicas similares, especialmente o0s
movimentos com a mandibula, everséo do clitoris, miccdo frequente e elevacdo da
cauda (VANDERPLASSCHE et al.,, 1981). Outro sinal importante relatado por
Taberner et al. (2008) em jumentas da Catalonia é o de orelhas baixas encostando
0 pescoco estendido, associado com a abertura e fechamento da boca.

Mulas apresentam secrec¢do vaginal abundante, edema e intumescéncia
vulvar durante o estro (VOLPE et al., 2005). Algumas alteracdes anatdomicas
também foram observadas na genitdlia externa, que mais uma vez, tinham
correlagdo com a fase do ciclo estral. O edema vulvar e a hiperemia da mucosa
vaginal foram identificados pela inspecao dessas estruturas na fase folicular, sendo
estes fatos ndo observados em fase luteal, e sim a presenca de tonicidade nos
labios vulvares e coloracado résea palida da mucosa vaginal.

Gastal et al. (2014) relataram que o espaco interovulatério em mulas foi de
22,3 £ 0,5 dias. Com a determinacédo do dia da ovulacdo (D0), o acompanhamento
da nova onda folicular subsequente, formacdo de foliculo dominante e pré-
ovulatério, e por fim a formagdo de um novo corpo lateo, foi possivel contabilizar
sete espacos interovulatorios nas fémeas avaliadas. A duracdo meédia desses
espacos foi de 24,57 + 8,1 dias (Tabela 1). Em alguns casos, que nao foram
contabilizados, ocorreram ovulagbes sem que as mulas apresentassem atividade
ovariana subsequente compativel com o inicio de uma nova onda folicular. Em
fémeas asininas, a literatura demonstra variagdo consideravel nesse aspecto, com
duracdo média de 24 dias (FIELDING, 1988), mas com intervalos que variam de 22
a 29 dias (TABERNER, 2008).

As ondas foliculares que culminaram com a ovulagcédo, independente de
pertencerem a intervalos interovulatorios, totalizaram 12 casos. Nessas ondas, foi

possivel observar as fases de emergéncia, desvio (quando da presenca de mais de



32

um foliculo) e dominancia, sendo que o foliculo pré-ovulatério surgiu (fase de
emergéncia) em média 11,66 + 2,8 dias antes da ovulacdo. Em todos os casos
acompanhados, a onda emergente era a onda folicular ovulatéria, ou seja, neste
estudo as mulas apresentaram apenas uma unica onda folicular. Em nove casos,
somente um foliculo emergiu na onda folicular ovulatéria e em trés casos, dois
foliculos iniciaram o crescimento. Nestes ultimos, baseado nos critérios adotados
para definir o momento em que a fase de desvio ocorreu, identificou-se que essa
fase surgiu em média 3,66 + 0,57 dias antes da ovulagcédo (Tabela 1). Desta forma,
como um dos dois foliculos que emergiram sofreu atresia, ndo ocorreram casos de
dupla ovulacéo.

Conceicéo et al. (2009) estudaram 10 ciclos estrais de sete jumentas e
observaram que as fases de emergéncia e desvio, ocorreram respectivamente aos
10,2 £ 0,7 e 14,0 £ 0,82 dias de ciclos estrais com duracao média 23,0 + 1,79 dias.
Mini poneis caracterizaram-se por apresentar 12,3 + 1,0 dias em média da ovulacéo
até o inicio da fase de emergéncia e 11,2 + 0,7 dias dessa até a proxima ovulacéo
(GASTAL et al., 2008).

Tabela 1 — Médias e desvio padrao da duragdo do momento em que ocorreu a emergéncia e o desvio
do foliculo ovulatério; e da dimens&o méxima do foliculo ovulatério em mulas (Equus mulus).

Variaveis Média e desvio padréo
Emergéncia do foliculo ovulatério 11,66 + 2,8 dias antes da ovulacédo (n=12)
Desvio do foliculo ovulatério 3,66 + 0,57 dias antes da ovulagdo (n=13)
Didmetro méaximo do foliculo ovulatério 37,54 + 5,88 mm (n=13)

A taxa de crescimento folicular diaria foi definida para ondas foliculares que
tiveram apenas um foliculo na fase de emergéncia; e também para aquelas que
apresentaram dois e por consequéncia a fase de desvio. Para a primeira situacao, a
média dessa taxa foi de 3,1 + 0,49 mm ao dia até o momento da ovulacdo. J4 na
segunda, a média da taxa de crescimento desde a fase de emergéncia até a fase de
desvio foi de 3,27 + 0,46 mm para o futuro foliculo ovulatério e de 3,23 £ 0,67 mm
para o foliculo subordinado, o qual sofreu atresia. Apos o desvio, o foliculo
ovulatério cresceu em média 3,67 + 0,18 mm por dia até a ovulacdo (Tabela 2).

Em pbneis miniaturas observou-se que a taxa de crescimento folicular do
sexto ao terceiro dia antes da ovulacéo foi de 2,5 + 0,4 mm e de 1,2 £ 0,4 mm do

terceiro ao dia anterior a ovulacdo (GASTAL et al., 2008). Em trabalho semelhante,



33

Taberner et al. (2008) verificaram médias diarias do quinto ao dia anterior da
ovulacdo em jumentas e estabeleceram o valor de 3,7 + 0,1 mm como sendo a

média da crescimento nesse intervalo.

Tabela 2 — Médias e desvio padrdo da taxa de crescimento folicular em ondas com um ou dois
foliculos na fase de emergéncia (Equus mulus).

Variaveis Média e desvio padrédo
Foliculo ovulatério * 3,1+ 0,49 mm (n=9)
Foliculo ovulatério (antes do desvio) ** 3,27 + 0,46 mm (n=3)
Foliculo subordinado (antes do desvio) ** 3,23 £ 0,67 mm (n=3)
Foliculo ovulatério (apds o desvio) ** 3,67 £ 0,18 mm (n=3)

(*) Um foliculo na fase de emergéncia

(**) Dois foliculos na fase de emergéncia

A figura 1 representa o crescimento do foliculo ovulatério e do subordinado,
fato este que foi observado em apenas trés ondas foliculares. Nas demais, 0 Unico
foliculo visualizado na fase de emergéncia foi o ovulatério. Este evento pode ser
explicado pelas conclusées de Taylor e Short (1973), os quais afirmaram que as
fémeas muares apresentam uma baixa quantidade de odécitos ao nascimento devido
a um bloqueio parcial na meiose. Conclusdes semelhantes foram abordadas por
Souza et al. (2013), o quais avaliaram trés ovarios de mulas provenientes de
abatedouro, sem histérico de idade e selecionados de forma aleatoria. No maior
ovario (9.17g) observaram 21 foliculos primarios e um antral; no ovario com peso
intermediario (2.3g) nenhum foliculo foi encontrado; e no de menor tamanho (1.61Q)
apenas trés foliculos primarios estavam presentes. Neste mesmo estudo, os autores
relatam a visualizagdo macroscopica do parénquima ovariano bastante distinto
gquando comparado as espécies equina e asinina, além de significativa

vascularizacéo.
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Figura 1 — Representagdo do crescimento (mm) dos foliculos ovulatério (triangulo) e subordinado
(quadrado) desde a fase de emergéncia até a ovulacédo, em onda folicular com dois foliculos.
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Um dia antes da ovulacao, o foliculo dominante atingiu a dimensdo média de
37,24 £ 5,88 mm (Tabela 1), sendo que seis dias antes da ovulacdo a dimenséao
desse foliculo variou de 13,5 a 31,5 mm (Figura 2). Em trés casos (n=13) o foliculo
ovulatério, um dia antes da ovulacdo, reduziu o seu didametro em média 2 + 1,32
mm, sendo que nos demais casos, o foliculo cresceu 2,16 + 0,28 mm. Gastal et al.
(2014) afirmaram que a dimenséo do foliculo um dia antes da ovulagdo em mulas
com ciclo estral espontaneo foi de 38,2 + 0,2 mm e naqueles ciclos induzidos com
prostaglandina F2a observaram 39,4 + 0,imm. Para a mesma espécie, Volpe et al.
(2005) dimensbes que variaram de 39 a 41 mm. Em jumentas da Catalonia que
apresentaram dupla ou tripla ovulacdo, a dimenséao folicular maxima alcancada foi
de 44,1 + 0,6 mm e em ovulacdes simples de 46,3 + 0,9 mm (TABERNER et al.,
2008). O evento da reducdo do diametro ja foi relatado para algumas espécies, fato
este confirmado em estudo conduzido por Gastal et al. (2008) em mini pbéneis, 0s
quais relatam um descrescimo na taxa de crescimento em 1,2 + 0,8 mm quando o

foliculo ovulatorio atingiu a sua dimensdo maxima até o momento da ovulagao.
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Figura 2 — Representacéo do crescimento do foliculo ovulatério (mm) seis dias antes da ovulacédo
(n=13).
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Em fase luteal e no inicio da onda folicular (foliculos com dimensé&o entre 15
a 20 mm), o endométrio apresentou ecotextura com graduacdo de 0 a 1 (escala de
0 a 3), que aumentava gradativamente conforme o crescimento folicular, atingindo
graduacdo méaxima quando da existéncia de foliculo pré ovulatério e reducéo

significativa da ecotextura apds a ovulacao.

CONCLUSOES

Conclui-se que fémeas muares apresentam comportamento sexual e
alteracdes anatdbmicas semelhantes aquelas observadas em éguas e jumentas. Na
dindmica folicular e nas caracteristicas do ciclo estral, as varidveis avaliadas
demonstraram-se similares quando comparadas as espécies progenitoras, com
excecao da quantidade de foliculos emergentes no inicio da onda folicular, na qual
foi observado apenas um foliculo em desenvolvimento na maior parte das dinamicas
foliculares estudadas. Apesar desta informacdo, as fémeas culminaram com a
ovulacdo e formaram corpo luteo, fato este que pode sugerir a utilizagcdo das
mesmas como receptoras de embrido, desde que a sincronizacdo com a fémea

doadora seja alcancada.
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