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RESUMO

O sistema reprodutivo da fémea equina ¢ semelhante ao de outras espécies de monogastricos e
ruminantes, porém apresenta caracteristicas anatdmicas Unica na espécie. A abordagem do sistema
reprodutivo da fémea equina apresenta, ao operador, barreiras anatdomicas que dificultam exames mais
detalhados dos 6rgaos do sistema reprodutivo, em especial aos dos ovarios. Utilizou-se um grupo de
é¢guas (n=10), no qual o uso de agulha Tru-cut® associada a guia ultrassonografica pela via
transvaginal possibilitou a colheita de material ovariano em menor volume comparado ao da técnica
de biopsia convencional. A comparagdo das imagens microscopicas do material coletado do grupo de
éguas in vivo com as do grupo-controle post mortem nao diferiram significativamente entre si
(P>0,05). As tramas teciduais do material ovariano coletado (celular, turgida e colagenizada), definidas
no material histolégico, por meio da microscopia, por nivel de celularidade e coloracdo de pixels,
determinada pelo uso de software especifico, diferiram entre si (P<0,05), quando os resultados foram
comparados com os do grupo controle (post mortem). Utilizou-se o grau de assimetria, nivel
organizacional e cromatismo do nucleo celular para a analise de dados. A utilizacdo da agulha Tru-
cut® demonstrou uma técnica com representatividade nos resultados por meio da comparacdo das
imagens microscopicas pela coloracdo de pixels. Também ndo foram observadas alteragdes nos
padrdes fisiologicos reprodutivos, pds-colheita, dos animais utilizados no experimento.

Palavras-chave: Egua. Ovario. Biopsia. Agulha Tru-cut®.

ABSTRACT

The reproductive system of the female horse is similar to that of other monogastric and ruminant
species, but presents anatomical characteristics unique to the species. The approach to the reproductive
system of the female horse presents the operator with anatomical barriers that hinder more detailed
examinations of the organs of the reproductive system, especially the ovaries. A group of mares (n=10)
was used, in which the use of a Tru-cut® needle associated with ultrasound guidance via the
transvaginal route allowed the collection of ovarian material in a smaller volume compared to the
conventional biopsy technique. The comparison of the microscopic images of the material collected
from the group of mares in vivo with those of the post mortem control group did not differ significantly
from each other (P>0.05). The tissue patterns of the collected ovarian material (cellular, turgid and
collagenized), defined in the histological material, by means of microscopy, by level of cellularity and
pixel staining, determined by the use of specific software, differed from each other (P<0.05), when the
results were compared with those of the control group (post mortem). The degree of asymmetry,
organizational level and chromatism of the cell nucleus were used for data analysis. The use of the
Tru-cut® needle demonstrated a technique with representativeness in the results through the
comparison of microscopic images by pixel staining. Also, no changes were observed in the
reproductive physiological patterns, post-harvest, of the animals used in the experiment.

Keywords: Mare. Ovary. Biopsy. Tru-cut® needle.

RESUMEN

El sistema reproductivo de la yegua es similar al de otras especies monogastricas y rumiantes, pero
presenta caracteristicas anatomicas unicas de la especie. El abordaje del sistema reproductivo de la
yegua presenta al operador barreras anatdmicas que dificultan exdmenes mas detallados de los 6rganos
del sistema reproductivo, especialmente los ovarios. Se utilizd un grupo de yeguas (n=10), en el que
el uso de una aguja Tru-cut® asociada con guia ecografica por via transvaginal permitio la recoleccion
de material ovarico en un volumen menor en comparacion con la técnica de biopsia convencional. La
comparacion de las imagenes microscopicas del material recolectado del grupo de yeguas in vivo con
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las del grupo control post mortem no difiri6 significativamente entre si (P>0,05). Los patrones tisulares
del material ovarico recolectado (celular, turgente y colagenizado), definidos en el material histologico
mediante microscopia, por el nivel de celularidad y la tincion de pixeles, determinados mediante un
software especifico, difirieron entre si (P < 0,05) al comparar los resultados con los del grupo control
(post mortem). El grado de asimetria, el nivel de organizacién y el cromatismo del nicleo celular se
utilizaron para el analisis de datos. El uso de la aguja Tru-cut® demostré6 una técnica con
representatividad en los resultados mediante la comparacion de imdgenes microscdpicas por tincion
de pixeles. Ademas, no se observaron cambios en los patrones fisioldgicos reproductivos poscosecha
de los animales utilizados en el experimento.

Palabras clave: Yegua. Ovario. Biopsia. Aguja Tru-cut®.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de trabalhos relacionados a biopsia ovariana em éguas tem evoluido. As
técnicas reprodutivas assistidas t€ém participagao fundamental na evolugdo do processo, uma vez que
alguns orgdos do complexo aparelho reprodutivo feminino (Gtero, trompas e ovarios) permanecem
localizados na cavidade abdominal, limitados por barreiras naturais. A abordagem clinica dos 6rgaos
do aparelho reprodutor feminino pode apresentar alteracdes anatomicas, funcionais, inflamatorias,
infecciosas ou nao, responsaveis por grande nimero de €guas vazias ao final de uma temporada
reprodutiva anual. Os ovarios, em especial, devem ser mais bem avaliados, diminuindo-se o espago
entre o quadro clinico e o diagnostico. O exame histopatologico do fragmento obtido por biopsia de
orgao suspeito ¢ essencial para o estabelecimento de diagnosticos e progndsticos mais precisos (Bunch
et al., 1985). Néspoli et al. (2010), em estudo com 6rgao situado na cavidade abdominal, citam que,
embora tenham sido obtidos resultados positivos com o uso de algumas técnicas e instrumentos
diversos, ndo existem artigos disponiveis que comparem, de forma ampla, os efeitos das técnicas sobre
0s animais experimentais, nem que confrontem a representatividade e a qualidade das amostras obtidas
mediante diferentes técnicas. A utilizacdo de agulha Tru-cut® associada a guia ultrassonografica
procede-se a coleta de material ovariano, através da via natural transvaginal, com dimensdes

representativas suficientes para a avaliagdo histopatoldgica e o diagndstico de melhor precisao.

2 JUSTIFICATIVA

A reproducdo ¢ considerada uma fungdo fisioldgica elitista, por requerer o adequado
funcionamento dos demais sistemas e fungdes bioldgicas, para que a mesma possa acontecer
normalmente, e assim, quaisquer que sejam as origens dos distirbios que afetem os demais sistemas
corporais, em geral, terdo potenciais efeitos sobre a reprodugdo (Ricketts 2005).

O descarte ¢ inevitavel nas fémeas que apresentam ineficiéncia sem que, em muitas ocasides,
se tenha uma analise mais detalhada de cada caso. Este fato pode estar associado a varios fatores dentre
eles a falha na detec¢do precoce de individuos com alguma patologia reprodutiva como patologias do
ovario.

A realizagdo de biopsia endometrial e de citologia uterina ¢ comumente indicada para garantir
que a fertilidade ndo seja influenciada por patologias uterinas. Na espécie equina, a andlise
histopatologica de biopsias de endométrio ¢ indicada como método auxiliar no prognostico do futuro
reprodutivo. As informagdes obtidas sdo de grande importancia na avaliagdo do potencial reprodutivo,
portanto, indicada no exame ginecoldgico de qualquer égua ndo gestante em programa de reprodugado

assistida. Por meio de uma tnica biopsia, € possivel chegar ao diagndstico preciso das condigdes
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uterinas e ao prognostico quanto a capacidade do endométrio de levar a gestacao a termo (Silva et al.,
1987; Kenney 1990). A biopsia do endométrio ¢ de facil execucao e, além de segura, pode ser realizada
pelo veterinario de campo e nao afeta as taxas de concepgao pos-coleta, desde que medidas adequadas
de higiene sejam adotadas (Watson; Sertich, 1992). A bidpsia ovariana poderia se tornar um
procedimento bastante util a ser introduzido no exame ginecoldgico da égua de cria.

Apesar de poucos estudos relacionados aos equideos, as alteracdes dos ovarios estdao
relacionadas com o desenvolvimento (hipoplasia, ovarios afuncionais), ¢ a circulacdo (hematoma).
Tais alteracdes podem ainda ser regressivas (hipotrofia, fibrose, cistos), ou progressivas (neoplasias -
Tumor das Células da Granulosa - TCG). H4 uma grande variedade de causas para o aumento no
tamanho dos ovarios em éguas, incluindo causas neoplasicas e ndo neoplasicas (Nie; Momont, 1992).
Dentre as causas neoplasicas, o tecoma ¢ a mais rara (Raoofi et al., 2006). Neoplasias primarias em
ovarios de espécies domésticas sdo achados relativamente comuns. Dos tipos de neoplasias ovarianas
em éguas, o tipo mais frequente € o tumor das células da granulosa — TCG, que abrange 2,5% de todos
os tumores que ocorrem nesta espécie (Abderhalden 2002). Segundo McCue (2000), esse tipo de tumor
ocorre sempre unilateralmente, e cresce de forma impressionante, podendo chegar a pesar 3,6 Kg. E
um tipo de tumor de cardter benigno, que determina atrofia e, na maioria das vezes, inatividade do
ovario contralateral (Mckinnon; Voss, 1992).

Sartori ef al. (2002a) avaliaram a aplicabilidade de uma técnica menos invasiva (biopsia com
agulha Tru-cut®), em ovinos, na obten¢io de material dos testiculos para histologia e acompanharam
as lesdes posteriores. Exames ultrassonograficos foram realizados pré e pos-biopsia. A ultrassonografia
permitiu mapear as alteracdes ocorridas e acompanhar a evolucdo das sequelas. A utilizacao de agulha
Tru-cut® e o acesso da técnica para colheita de amostras de ovario equino seguem, exatamente, os
procedimentos da técnica de aspira¢do folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU) que
atualmente ¢ de amplo uso. A técnica foi descrita como sendo pratica, pouco invasiva e repetivel

(Vanderwall et al., 2005).

3 OBJETIVOS
O presente estudo comparou o método que utiliza a agulha Tru-cut® associada a guia
ultrassonografica, para colheita de amostras de ovario equino (in vivo), com o do grupo-controle,
. . ®
composto por fragmentos post mortem colhidos anteriormente com agulha Tru-cut® em abatedouro
equino. Como nas cirurgias minimamente invasivas, 0 manuseio exequivel e preciso da técnica, para

diagnostico de alteragdes histopatologicas, torna-se uma ferramenta de diagnostico. O objetivo do
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presente estudo € comprovar a representatividade das amostras colhidas in vivo por guia

ultrassonografica e demonstrar a viabilidade do procedimento.

4 REFERENCIAL TEORICO

Comumente, a biopsia ovariana em éguas realiza-se apds exérese do orgdo, tecnicamente
através da ovariectomia ou necropsia, € procede pelo método Padrao (biopsia com bisturi convencional
e material seccionado na maioria das vezes em forma de cunha eliptica), que ¢ uma técnica
extensamente aceita e demonstra poucas limitagdes na obtencao de amostras, de carater excisional com
aproximadamente 15,0 x 5,0 x 5,0 mm e alteracdo minima na qualidade das 1aminas histoldgicas.

A biopsia com agulha Tru-cut® é utilizada para expressar técnicas de obtencio de uma amostra
tecidual mediante a utilizacdo de agulhas especiais que seccionam um hemicilindro de lesdo,
permitindo a avaliacdo histologica por esta técnica minimamente invasiva, que ¢ a pungdo transcutanea
(Irion et al., 2006).

Sartori et al. (2002a), avaliou a aplicabilidade de uma técnica menos invasiva (biopsia com
agulha Tru-cut®), em ovinos, na obtenc¢io de material dos testiculos para histologia e acompanhou as
lesdes posteriores. Exames ultrassonograficos foram realizados pré- e pos-biopsia. A ultrassonografia
permitiu mapear as alteragdes ocorridas e acompanhar a evolucao das sequelas. Santoro (2014)
trabalhou na realizacdo de biopsia testicular por pung¢io com agulha Tru-cut® na espécie equina, com
avaliacdo ultrassonografica das gonadas, analise espermatica e teste de imunogenicidade espermatica.

Tostes e Bandarra (2002) compararam biopsias hepéticas procedidas com agulhas aspirativa
tipo Menghini® e cortante tipo Tru-cut®, utilizando técnica percutinea transabdominal em 60 cies
portadores de afeccdes hepaticas. As amostras de tecido hepatico colhidas com essas agulhas foram
comparadas ao exame histologico post-mortem do figado desses animais, havendo maior concordancia
de acertos (88,3%) com a agulha Tru-cut®.

Estudo comparativo envolvendo pinga de biopsia de 5 mm e a agulha Tru-cut® em biopsias
renais guiadas por laparoscopia foi realizado em 10 equinos higidos, distribuidos aleatoriamente em
dois grupos (Tabet et al., 2005). Os autores consideraram a biopsia renal com o uso de pinga como
sendo a mais adequada, em virtude da obtencdo de fragmentos maiores para exame histolégico.

A utilizagio de agulha Tru-cut® e o acesso da técnica para colheita de amostras de ovério equino
seguem os padroes da técnica de aspiracdao folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU). O
primeiro grupo de pesquisadores que descreveu a aspiragdo folicular transvaginal em éguas foi o de
Briick (1992). Fundamentados na técnica utilizada em programas humanos e bovinos, a equipe aspirou

foliculos pré-ovulatorios com um transdutor setorial conectado a um aparelho de ultrassom, cujo
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monitor indicava em sua tela, a linha de puncao (Rodrigues 2018; Franco 2006). A técnica foi descrita
como sendo pratica, pouco invasiva e repetivel (Vanderwall ez al., 2005).

Apesar de poucos estudos relacionados aos equideos, as alteracdes dos ovarios estdao
relacionadas com o desenvolvimento (hipoplasia, ovarios afuncionais), e a circula¢do (hematoma), que
podem ser ainda regressivas (hipotrofia, fibrose, cistos), ou progressivas (neoplasias - Tumor das
Células da Granulosa - TCG). H4 uma grande variedade de causas para o aumento no tamanho dos
ovarios em éguas, incluindo causas neoplasicas e ndo neoplasicas (Nie; Momont, 1992). Entre as
causas nao neoplasicas, estao os hematomas (hematocistos), abscessos ovarianos e as tor¢des de ovario
(Sedrish et al., 1997). Dentre as causas neoplasicas, o tecoma ¢ a mais rara (Nobrega et al., 2008).
Neoplasias primarias em ovarios de espécies domésticas sdo achados relativamente comuns. No
entanto, sdo mais comumente descritas em vacas e 14 cadelas. Embora seja baixa a ocorréncia de
neoplasias ovarianas em éguas, o tipo mais frequente ¢ o tumor das células da granulosa — TCG (MC
CUE, 1998), que exprime 2,5% de todos os tumores que ocorrem nesta espécie (Abderhalden 2002).
As neoplasias tem como origem o epitélio superficial. Os TCG tem origem no estroma especializado
do ovério, sendo considerados como tumores do estroma dos corddes sexuais (Jones 1997). Segundo
McCue (2000), esse tipo de tumor ocorre sempre unilateralmente, e cresce de forma impressionante,
podendo chegar a pesar 3,6 Kg. E um tipo de tumor de carater benigno, que determina atrofia e, na
maioria das vezes, inatividade do ovario contralateral. Essa inibi¢do pode estar associada ao hormonio
inibina produzido, que suprime a estimulacdo folicular pela pituitaria do hormonio foliculo estimulante
(FSH), secretado (Abderhalden 2002). Avalia¢des da concentracdo hormonal no sangue podem ser de
grande valia na conclusdo do caso e associacdo a patologia.

Como na técnica de origem (OPU), os riscos de procedimentos infiltrativos podem ou nao
alterar o funcionamento do 6rgdo envolvido. Em 1993, a equipe de Bracher descreveu o efeito de
quatro aspiragdes foliculares em ovarios (post-mortem) de uma égua, seis semanas apos a ultima
aspiracdo. O estudo revelou diversas aderéncias na superficie e pequenas e multiplas areas circulares
de hemorragia no estroma. J4 em 2001, Weber e colaboradores descreveram complicagdes clinicas em
trés éguas apos a realizagcdo de procedimento semelhante (tratamento intraluteal). Eles descreveram
sinais clinicos consistentes com infec¢do ovariana persistente, incluindo massa luteal ecogénica, dor
no ovario durante a palpagdo retal, colica intermitente, pirexia, perda de peso e adesdes entre o ovario
afetado e estruturas adjacentes. Vanderwall e Woods (2002) relataram um caso de severa hemorragia
interna apos uma sessao de aspiracao folicular. A hemorragia ocorreu possivelmente por rompimento
da artéria uterina esquerda, causado pela agulha de puncdo. A eutandsia foi realizada devido ao

prognostico desfavoravel. Em vacas, também ja foram descritas complicagdes decorrentes da aspiracao
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folicular. Em 2002, Snel-Oliveira et al. observaram lesdes histologicas evidenciando o efeito direto da
intervencdo devido a micro traumas (fibrose capsular e possivel atresia folicular patologica), ou a
consequéncias secundarias (atresia folicular consequente de uma inibi¢cao da ovulacao), sugerindo que
alteracdes patologicas quando em grande numero, podem alterar a fun¢do ovariana.

Viana et al. (2003), avaliaram lesdes no trato genital de fémeas bovinas utilizadas como
doadoras de odcitos através da técnica de pungdo folicular, via transvaginal, menos invasiva, e que
também pode ocasionar alteragdes morfologicas e funcionais nos ovarios, cuja significancia esta
proporcionalmente relacionada ao numero de sessdes de pun¢do ao qual as doadoras sao submetidas
e, ao numero médio de estruturas recuperadas por sessao de coleta.

Eguas foram submetidas a exames ultrassonografico apds cada aspiragio e nenhuma alterago
foi encontrada com excecdo de duas éguas nas quais o corpo luteo (CL) ndo se formou apos aspiragao
de foliculo do estro. Das 20 éguas envolvidas neste estudo, 10 foram inseminadas artificialmente com
sémen fresco de um unico garanhdo fértil no primeiro cio espontaneo apds a aspiracio anterior. Das
10 éguas inseminadas, sete estavam prenhes 16, 30 e 50 dias apés a inseminagdo artificial (IA),
indicando que aspiragdo transvaginal guiada por ultrassons repetidos ndo afetaram adversamente a

fertilidade (Gaetano et al., 2005).

5 MATERIAL E METODOS

A comissdo de ética de uso de animais (CEUA — UENF), protocolo 164, autorizou o
experimento, inicialmente procedeu-se com a avaliacdo e escolha dos animais, seguidos da colheita de
material ovariano. Foram utilizadas dez €guas mesticas na formac¢ao do grupo de éguas in vivo, criadas
a campo, do lote de matrizes da tropa de servigo da Fazenda Fortaleza no Municipio de Rio Maria —
PA. Caracteristicas como aparelho reprodutor fisiologicamente ativo, gestacdes a termo anteriores,
escore corporal, aspecto saudavel e condicdo de “vazia” foram fundamentais na escolha dos animais
para a colheita de material e desenvolvimento do projeto. Os animais foram identificados, com marca
a quente, em numeral vertical na coxa direita, posi¢ao caudal superior. A idade das éguas variou entre
6 ¢ 10 anos no inicio do experimento. Os animais foram avaliados em tronco de contengdo para
equideos, localizado em area coberta. Previamente a colheita do fragmento ovariano, as éguas foram
submetidas ao exame ginecologico, estabelecendo-se a fase do ciclo estral, bem como as caracteristicas
individuais, em termos de fungdo ovariana e uterina, ainda foram submetidas a palpacao retal e ao
exame ultrassonografico. O grupo-controle post mortem constituiu-se por laminas histopatologicas
obtidas de estudo anterior, procedente de material colhido de ovérios com agulha Tru-cut® em

abatedouro de equideos, no Municipio de Itapetinga — BA. Apds o periodo de colheita de material para
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o experimento, o grupo de éguas permaneceu alojado na fazenda Fortaleza por um periodo de tempo
relativo a duas temporadas de monta controlada. A temporada de monta controlada 2011/2012 teve
inicio em outubro/2011, quando foram avaliados os animais coletados em abril/2011. O mesmo
procedimento se repetiu na temporada de monta controlada seguinte, 2012/2013. Com relagdo ao
procedimento da regido da genitélia externa procedeu-se a descontaminagao dos tecidos vivos por meio
de dois processos coordenados: a) Degermagdo - solu¢do detergente de clorohexidina a 4% e b)
Antissepsia - solucdo degermante de PVPI a 10% (1% de iodo ativo). O exame ultrassonografico
utilizou equipamento (MINDRAY, DP-2200, China) com transdutor endorretal linear, multifrequéncia
75L50EAYV, ajustado na frequéncia de 5,0 Mhz para definicdo de imagem, nas avalia¢des inicial ¢
subsequentes. No procedimento de colheita de fragmento ovariano, utilizou-se o transdutor setorial
multiangular de 5,0-7,5 Mhz acoplado a guia de aspiragdo WTA (Watanabe — Produtos Veterinarios).
Além do transdutor, a guia também fixa a agulha de biopsia tipo Tru-cut® semiautomatica 14Gx600
mm. Apés lubrificagio com gel asséptico (KY®), a guia com o transdutor acoplado era introduzido
através da vagina até a regido de fundo de saco (fornice). O plano tecidual do fornice, local da pungio,
respondeu bem a anestesia (15 minutos), com agente a base de cloridrato de lidocaina 1% (Xylocaina
- pomada; Hoechst Marion Roussel S.A., Sdo Paulo, SP), em posicao relativa ao lado que se manuseava
(direito ou esquerdo), ndo interferindo diretamente no tempo do procedimento. Com o auxilio da mao
oposta, introduzida no reto, a fim de tracionar o respectivo ovario, utilizou-se pressao digital, dando
condi¢cdes para que o procedimento de colheita fosse efetuado pela indicagdo da imagem
ultrassonografica, que orienta a introdu¢do da agulha de biopsia no ovario, para a captura e retirada do
fragmento.

As amostras colhidas e retiradas da “gaveta” da agulha Tru-cut® foram acondicionadas em
frascos com o nimero de identificacdo do animal, em solugdo de formalina neutra 10% tamponada e
processadas no Laboratdrio de Morfologia e Patologia Animal (LMPA), da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Apds a fixagdo do material colhido em solugdo de formalina
neutra 10% tamponada, por no minimo 12 horas, as amostras passaram pelo processamento
histopatologico de rotina para inclusdo em parafina - desidratagdo, diafanizagdo e impregnacgao
(Humason 1972). Cortes micrométricos foram realizados apds, com 4,0 a 6,0 um de espessura, e as
fitas colocadas em banho-maria. Apos distensdo destas, foram transferidas para laminas de vidro
recobertas com fina camada de albumina, facilitando a adesao e iniciando a montagem. Na técnica de
coloragdo histologica utilizou-se Hematoxilina e Eosina. A coloca¢do de uma gota de resina liquida
sobre o corte aderido a lamina e a cobertura com laminula encerraram o processamento das amostras

para posterior analise por meio de microscopia Optica. As laminas analisadas definiram parametros e
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rotulagem dos planos teciduais, a luz da microscopia optica (OLYMPUS BX41, U-MDOB3, Japao),
no aumento 200x. Em sequéncia, as imagens fotograficas das tramas teciduais foram obtidas por
camera fotografica digital (NIKON COOLPIX, 995, Japao) acoplada, utilizando aumento 200x e
Zoom 4.5. As tramas teciduais ovarianas definidas inicialmente por Abreu (2010), como Celular,
Tuargida e Colagenizada, para avaliagao, foram utilizadas no grupo-controle e comparadas com as dos
resultados obtidos das colheitas do grupo de éguas in vivo. A biopsia forneceu maior fidelidade a
histologia pela celularidade que corresponde & proporc¢ao entre tecidos ou areas de um mesmo tecido
avaliado. A celularidade define a uniformidade das células, oposto ao conjunto de células em que ha
perda da orientagdo arquitetural. Portanto, as tramas se definem como Celular: distribui¢ao sem
polaridade (+celularidade); Turgida: distribuicdo monodtona (celularidade intermediaria);

Colagenizada: distribui¢do em feixe modelado (-celularidade) (Fig. 2).

Trama Celular Trama Turgida Trama Colagenizada
(+ celularidade) (Celularidade intermediaria) (- celularidade)

Fonte: Elaborado pelos autores.

Foi realizada a formatagdo grafica das laminas histologicas para o tratamento de imagens, por
frequéncia de tonalidade, quando se utilizou um software objetivo (Pixel Analyser 6.6) para avaliagdo
destas imagens (andalise da densidade de coloragao dos pixels pela celularidade nos planos teciduais —
assimetria, nivel organizacional das células, cromatismo do nucleo celular), e sua posterior comparacao
analitica. De acordo com Fonseca (2011), da-se a nomenclatura de assimetria ao grau de afastamento
de uma distribui¢do da unidade de simetria. Uma distribui¢do ¢ simétrica quando seus valores de
Meédia, Mediana e Moda coincidem. A comparagdo entre o valor da Média e o valor da Moda oferece
uma indicac¢do da inclinagdo da distribui¢do. A avaliagdo dos pixels por assimetria determina maior ou
menor concentracdo de nucleos celulares de acordo com a tonalidade, onde 0 (zero)=preto, e 10
(dez)=branco (x 100). Para a avaliacao do nivel organizacional das células padronizou-se uma escala
de 0 — 5, para diferenciar as tramas teciduais numa interpretacdo: de 0 — 1 = Trama colagenizada (-
celularidade); de 2 — 3 = Trama turgida (celularidade intermediaria); de 4 — 5 = Trama celular (+

celularidade). A avaliagdo do cromatismo do nucleo celular, de forma simples, diferenciou as tramas
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teciduais numa escala padronizada de 0 — 5, interpretadas como: de 0 — 1 = Hipocromatismo; de 2 — 3
= Normocromatismo; de 4 — 5 = Hipercromatismo
As imagens utilizadas, para comparacao e frequéncia de tonalidade pelo pixel analyser, seguem

na mesma configuragdo (474 x 474 pixels), Figura 2 e Figura 3.

Figura 3 — Imagem das tramas selecionadas de tecido ovariano de éguas (celular, targida, colagenizada), para avaliacdo

Cel7.JPG

eIy

Turg1JPG

o

Colag1.JPG  Colag2JPG  Colag3JPG  Colag4JPG  Colag5JPG  Colag6.JPG

Fonte: Elaborado pelos autores.

Figura 3 — Imagem das tramas selecionadas de tecido ovariano de éguas (celular, targida, colagenizada), para avaliagdo
pelo software Pixel Analyser 6.6 — Colheita com agulha Tru-cut® post mortem. Imagem Pixel Analyser — Laminas Tru-cut®
— post mortem.

e

5CelTCJPG 6 Cel TCJPG

N
v N AN
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A analise estatistica utiliza o aplicativo SAEG 9.1 para obter parametros da estatistica descritiva
— Média (medida de tendéncia central, utilizada para obter a medida de posi¢do que possui a maior

estabilidade entre os valores observados na amostra); Erro-padrdo (representa o quanto a média da
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amostra se aproxima da média da populacdo); Intervalo de confianga (P=0,95) (Pimentel Gomes 1966)
em relacdo a tonalidade dos pixels, de acordo com a trama tecidual (celular, tirgida ou colagenizada),
e modo de colheita (in vivo ou post mortem). Utilizaram-se dez fémeas equinas in vivo, cuja colheita
de material, analisado microscopicamente, gerou duas tramas teciduais aleatdrias entre celular, turgida
ou colagenizada, por animal in vivo. No grupo-controle (post mortem), a mesma avaliagdo gerou trés

tramas teciduais por animal.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
Verifica-se na figura 4 o grau de assimetria das células em amostra de tecido ovariano de acordo

com a trama tecidual e modo de colheita Tru-cut® em éguas.

Figura 4 — Coeficiente de assimetria das células em amostra de tecido ovariano de acordo com a trama tecidual (celular,
tirgida ou colagenizada) e o modo de colheita Tru-cut® em éguas (in vivo ou post mortem).

00 ; ; ; ; ; ; ;
-0,284 0,627 1,013
L -
1

0,4

o
[N)

-0,6 -

-0,8 -

Coeficiente de assimetria (médias e erros-padrao)

In vivo ‘Post morten

Colagenizado (P=0,40)

In vivo ‘Post morten

Targido (P=0,55)

In vivo ‘Post morten

Celular (P=0,92)

Fonte: Elaborado pelos autores.

A determinacdo da tonalidade de pixels das imagens das tramas teciduais definidas e a
frequéncia de distribuicdo das tonalidades foram comparadas entre os modos de colheita de material
ovariano, com agulha Tru-cut®, in vivo e post mortem. A comparagdo de dados ndo pareados
demonstrou resultados que tendem a simetria com variagao para assimetria a esquerda ou negativa,
demonstrando maior ou menor concentragdo de pixels escuros ou claros, respectivamente, pela
tonalidade nos nucleos celulares. O grau de assimetria das células em amostras de tecido ovariano
diferiu entre si em relagdo a diferenca entre as tramas teciduais identificadas (celular, tirgido e
colagenizado). Observa-se que os graus de assimetria para cada um dos trés planos (celular, targido e
colagenizado) nao diferem entre si independentemente do método de coleta (in vivo ou post mortem).
No plano celular verificaram-se graus de assimetria de -0,284 e -0,274 para os métodos in vivo e post

mortem, respectivamente, ndo havendo diferenga significativa (P=0,92). No plano tlrgido verificaram-
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se graus de assimetria de -0,627 e -0,913 para os métodos in vivo e post mortem, respectivamente, nao
havendo diferenca significativa (P=0,55) e no plano colagenizado, verificaram-se graus de assimetria
de -1,013 e -1,144 para os métodos in vivo e post mortem, respectivamente, nao havendo diferenca
significativa (P=0,40). Percebe-se, empiricamente, que os graus de assimetria dos trés planos sdo
diferentes entre si, sendo os valores em torno de -0,30 no plano celular, -0,80 no targido e -1,0 no
colagenizado.

Observa-se, na figura 5, o nivel organizacional das células em amostra de tecido ovariano de
acordo com a trama tecidual ¢ modo de colheita Tru-cut em éguas. Os resultados da figura 5
demonstraram que o nivel organizacional das células diferiu entre si em relacdo a diferenca entre as
tramas teciduais identificadas Verifica-se, empiricamente, que os graus do nivel organizacional dos
trés planos sdo diferentes entre si, sendo os valores em torno de 4,5 no plano celular, 2,6 no turgido e
0,45 no colagenizado.

J& com relagdo ao modo de colheitas das biopsias observa-se que o nivel organizacional para
cada um dos trés planos (celular, tirgido e colagenizado) nao diferem entre si independentemente do
método de coleta (in vivo ou post mortem). No plano celular verificaram-se graus do nivel
organizacional de 4,57 e 4,67 para os métodos in vivo e post mortem, respectivamente, ndo havendo
diferenga significativa (P=0,72). No plano targido verificaram-se graus do nivel organizacional de 2,75
e 2,56 para os métodos in vivo e post mortem, respectivamente, nao havendo diferenga significativa
(P=0,55) e no plano colagenizado verificaram-se graus do nivel organizacional de 0,56 e 0,33 para os

métodos in vivo e post mortem, respectivamente, ndo havendo diferenga significativa (P=0,37).

Figura 5 — Nivel organizacional das células em amostra de tecido ovariano em éguas, de acordo com a trama tecidual
(celular, tirgida ou colagenizada) e o modo de colheita Tru-cut® em éguas (in vivo ou post mortem).
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Fonte: Elaborado pelos autores.
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A figura 6 mostra o cromatismo do nucleo celular em amostra de tecido ovariano de acordo
com a trama tecidual e modo de colheita Tru-cut® em éguas. Comparando-se os modos de colheita, em
cada trama tecidual, ndo se verificaram diferencgas significativas (P>0,05) em nenhum dos casos, o que
evidencia que tanto o modo de colheita Tru-cut® in vivo, quanto o Tru-cut® post mortem, apresentam

similaridade no nivel de cromatismo do nucleo celular, independentemente da trama tecidual.

Figura 6 — Cromatismo do nucleo celular em amostra de tecido ovariano de acordo com a trama tecidual (celular, targida
ou colagenizada) e o modo de colheita Tru-cut® em éguas (in vivo ou post mortem).
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Ja se percebe, empiricamente, que os graus de cromatismo do nucleo celular dos trés planos
sdo diferentes entre si, sendo os valores em torno de 4,6 no plano celular, 2,7 no targido e 0,9 no
colagenizado.

Na avaliacdo da fisiologia reprodutiva, o grupo de éguas in vivo, observado e avaliado por
ultrassonografia nas duas temporadas de monta controladas subsequentes ao procedimento de colheita
de material ovariano com agulha Tru-cut® mediante a guia ultrassonografica, demonstrou nio
apresentar quaisquer alteragdes do complexo reprodutivo. Em ambas as temporadas de monta
controladas foram obtidas prenhes positivas de 100% dos animais do experimento. O que corrobora
com o verificado por Franco (2006) que as lesdes ovarianas causadas pela agulha de aspiracdo ndo
afetam a fun¢do ovariana no ciclo subsequente, em €guas crioulas, mesmo sendo o ovario que ira
ovular, o mesmo anteriormente aspirado. Gaetano et al. (2005) confirmam que em éguas submetidas a
exames ultrassonografico apds cada aspiragdo nenhuma alteragao foi encontrada com excecao de duas
€guas nas quais o corpo luteo (CL) ndo se formou apds aspiragdo de foliculo do estro. Das 20 éguas
envolvidas neste estudo, 10 foram inseminadas artificialmente com sémen fresco de um unico

garanhdo fértil no primeiro cio espontaneo apds a aspiracdo anterior. Das 10 éguas inseminadas, 7
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estavam prenhes 16, 30 e 50 dias apés a inseminagdo artificial (IA), indicando que aspiracao
transvaginal guiada por ultrassom repetidos ndo afetaram adversamente a fertilidade.

Segundo Viana et al. (2003), um outro fator que pode dificultar o estabelecimento mais preciso
da relagdo entre intensidade de pungio e ocorréncia de lesdes ¢é o tipo de agulha utilizado. E relatada a
utilizagdo de agulhas com calibres 17 (Gibbons et al., 1994; Fry et al., 1998; Schernthaner et al., 1999);
calibres 18 (Stubbings; Walton, 1995; Boni et al., 1997); calibres 19 (Machatkova et al., 2000); e
calibres 20 (Bols et al., 1996b); Gauge descartaveis (Machatkova et al., 2000) ou nao (Vos et al., 1994;
Stubbings; Walton, 1995; Boni et al., 1997). Agulhas de menor calibre apresentam menor area de corte,
sendo potencialmente menos danosas ao tecido, enquanto agulhas descartaveis, por terem o bisel mais
afiado, exercem menor pressao sobre as estruturas puncionadas (Bols et al., 1997). A baixa incidéncia
de lesdes em animais submetidos a até 20 sessdes de puncao € coerente com a observagdo de que o
procedimento ndo causa, necessariamente, comprometimento da fertilidade (Gibbons et al., 1994). O
uso de agulhas de menor diametro (19 e 20 G) e descartaveis pode ter contribuido para reduzir a
extensdo das lesdes decorrentes das pungdes. Nos animais submetidos a mais de 20 sessdes, a
incidéncia de alteracdes macroscopicas e histoldgicas aumentou significativamente. A frequéncia das
puncdes, neste caso, pode ter sido superior a capacidade de regeneracdo do 6rgdo (Santl ef al., 1998).
No trabalho de biopsia testicular em equinos utilizando agulha Tru-cut®, Santoro (2014) dividiu o
experimento em dois periodos (pré e pos-biopsia). Na analise espermatica, ndo foi verificada diferenca
estatistica significativa entre as coletas, mostrando que a técnica ndo provoca alteragdes na
espermatogénese do garanhdo. Ao exame ultrassonografico, foram observadas pequenas lesdes, fato
que corrobora com outros autores (Harrington et al., 1996; Sartori et al., 2002a). Sugere-se neste
trabalho ser uma técnica segura e capaz de colher material adequado para a anélise histologica,
podendo ser indicada como exame complementar diagndstico. Foi realizado por Sartori et al. (2002) o
procedimento em 6rgao reprodutivo similar in vivo, quando se demonstrou que a biopsia com agulha
Tru-cut® em ovinos forneceu material suficiente para histologia, sendo o procedimento seguro, por nio
comprometer significativamente as caracteristicas estruturais e funcionais dos testiculos. O presente
experimento desenvolveu um instrumento tecnologico para a comparagao de imagens, por tonalidade

de pixels do material tratado, propiciando condi¢des objetivas para a avaliacao dos resultados.

6 CONCLUSAO
A utilizagdo de agulha Tru-cut® associada a guia ultrassonogréfica, para colheita de amostras
de ovario equino in vivo, mostrou-se eficiente, com representatividade no comparativo com a colheita

de amostras de ovario equino post mortem. O procedimento da bidpsia e o fato de ser realizada uma
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unica punc¢do ndo demonstraram alteragdes nos ciclos reprodutivos em duas temporadas de monta

controlada subsequentes.
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